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RESUMO 
Atualmente, o uso de etanol como fonte de energia atrai o interesse de 
investimentos por ser inesgotável e de baixo impacto ambiental. No Brasil, a 
matéria-prima para sua produção é a cana-de-açúcar (cana), que gera como 
subproduto o bagaço. Este material lignocelulósico (formado principalmente por 
celulose, hemicelulose e uma menor porcentagem de outros compostos) pode ser 
utilizado para a produção do etanol de segunda geração. A hemicelulose da cana é 
composta por polímeros de pentoses e, para sua redução à monômeros 
fermentescíveis, é necessário principalmente duas enzimas hidrolíticas: a xilanase e 
β-xilosidase. Em busca de novos microrganismos produtores destas enzimas, nosso 
grupo recentemente identificou uma nova espécie de levedura xilanolítica, 
denominada Pseudozyma brasiliensis (atual Kalmanozyma brasiliensis). Assim, este 
projeto teve como principal objetivo o estudo do secretoma desta espécie e 
caracterização de β-xilosidases. Como resultado, o seu secretoma apresentou 
atividade referente a uma pequena gama de enzimas, porém interessantes para a 
quebra da parede celular vegetal, tais como xilanase, β-xilosidase, β-glicosidase e 
mananase. Por espectrometria de massas, além das enzimas que putativamente 
são responsáveis por estas atividades, também foram identificadas outras com 
atividades auxiliares e esterases. Em relação a β-xilosidase, foram identificadas 
duas possíveis candidatas pertencentes à família 3 das glicosil hidrolases, 
secretadas apenas em xilano (GH3_80 e GH3_98). Com o objetivo de caracterizá-
las, as expressões heterólogas destas enzimas foram realizadas em Escherichia 
coli, entretanto, estas se apresentaram insolúveis e inativas, provavelmente devido 
às modificações pós traducionais que estas cepas são incapazes de realizar. Em 
seguida, a GH3_80 foi produzida heterologamente em Pichia pastoris e os 
resultados sugerem que ela possui atividade de β-glicosidase e β-xilosidase. 
Adicionalmente, uma xilanase da família 11 foi produzida heterologamente em E. 
coli, purificada, cristalizada, caracterizada estruturalmente por cristalografia de raios-
x. Além disso, esta xilanase está entre as 3 enzimas com maior atividade específica 
já registrada no BRENDA, com valores próximos a 11500 U/mg. 
		
ABSTRACT 
Currently, ethanol production is attracting investments, since it represents a 
renewable energy source, with few environmental impacts. In Brazil, ethanol is 
produced from sugarcane, generating bagasse as a by-product. This lignocellulosic 
biomass  can be used for the production of so-called second generation ethanol. The 
hemicellulose of sugarcane is composed mostly of pentose polymers, and to reduce 
it to fermentable monomers, it is necessary  mainly two hydrolytic enzymes: endo-
xylanase and β-xylosidase. In search of for new sources of these enzymes, our 
group recently identified a new species of a xylanolytic yeast-like fungi, called 
Pseudozyma brasiliensis (current Kalmanozyma brasiliensis). Therefore, the main 
objective of this project was to study the K. brasiliensis secretome, and characterize 
β-xylosidases. Its secretome showed activity related to a small range of enzymes, but 
very interesting for breaking the plant cell wall, such as endo-xylanase, β-xylosidase, 
β-glucosidase and endo-mannanase. In addition to the enzymes that are putatively 
responsible for these activities, the mass spectrometry analysis also identified 
enzymes with auxiliary and esterase activities. Regarding β-xylosidase, two possible 
candidates belonging to family 3 of the glycoside hydrolases, (GH3_80 and GH3_98) 
were identified as secreted only on xylan. In order to characterize them, the 
heterologous expression of these enzymes were performed in Escherichia coli; 
however, the proteins presented insoluble and inactive, probably due to the post-
translational modifications which are not performed in E. coli. Then GH3_80 was 
successfully produced in Pichia pastoris and the results suggest that it has β-
glucosidase and β-xylosidase activity. Additionally, an endo-xylanase from glycoside 
hydrolase family 11 was produced heterologously in in E. coli, purified, crystallized 
and structurally characterized by x-ray diffraction. The data suggest that this 
xylanase is among the 3 enzymes with the highest specific activity already registered 
in BRENDA, with values close to 11500 U/mg. 
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1 Introdução 	
  A demanda de tecnologia para a produção de energia sustentável e 
renovável é uma necessidade inquestionável frente ao uso de combustíveis fósseis 
(Leite et al., 2009). Atualmente, o Brasil é referência tecnológica no setor de energia 
renovável devido a produção do etanol obtido a partir do processamento da cana-de-
açúcar (cana). Ocupando o segundo lugar na produção mundial deste 
biocombustível, estima-se que na safra de 2016/17 o país produzirá 30,3 bilhões de 
litros, 121 milhões (0,4%) a menos em relação à safra anterior (CONAB, 2016), mas 
que representará quase um terço da produção mundial. Os Estados Unidos lideram 
este setor e utilizam como matéria-prima o amido presente no grão do milho. 
Entretanto, o Brasil possui potencial para ser o maior produtor e exportador mundial 
deste biocombustível, uma vez que possui uma grande disponibilidade de matéria-
prima (cana). Para atingir este objetivo é imprescindível aumentar a produção 
brasileira, o que levanta um desafio: é possível que este aumento na produção de 
etanol seja obtido sem necessariamente aumentar a área cultivada de cana, não 
resultando em impactos ambientais e/ou detrimento de outros cultivos destinados à 
alimentação? Frente a isso, estudos mostram que a eficiência da conversão da cana 
à etanol pode ser aumentada consideravelmente se houver melhoramento das fases 
agrícolas e industriais do processo (Goldemberg, 2007; Golgemberg, 2008; Leite et 
al., 2009; Milanez et al., 2015). 
  Além da produção de açúcar e etanol, a cultura de cana gera como 
subprodutos o bagaço, palha, torta de filtro e vinhaça. Embora o bagaço não seja 
desperdiçado pelas usinas e possa ser aproveitado para a produção de energia ou 
como suplemento animal, atualmente cada vez mais estudos vêm sendo realizados 
para produção de etanol a partir desta biomassa (material lignocelulósico). Este 
etanol, denominado de etanol de segunda geração (2G), é produzido a partir dos 
açúcares que são liberados da parede celular vegetal através de processos físicos, 
químicos, biológicos ou uma combinação destes. O bagaço é o principal subproduto 
da produção do etanol, sendo gerado cerca de 140 kg/t de cana moída em peso 
seco (Pippo et al., 2010). Ele é constituído por aproximadamente 45% de celulose, 
25% de hemicelulose, 20% de lignina e pequenas quantidades de outros compostos 
(Lin & Tanaka, 2006; Ragauskas et al., 2006). 
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  Na natureza a hemicelulose compreende o segundo polissacarídeo 
vegetal mais abundante e possui potencial como matéria-prima para produção de 
biocombustível (Saha, 2003), além de outros compostos de interesse industrial. 
Entretanto, para que seja possível disponibilizar a fração de hemicelulose para 
produção de etanol, este polissacarídeo deve ser convertido em monômeros 
fermentescíveis, como a xilose. Embora a hemicelulose possa ser hidrolisada por 
ácidos, é preferível o uso de processos enzimáticos, uma vez que estes apresentam 
diversas vantagens, como maior rendimento em xilose pura, menor impacto 
ambiental e condições mais específicas de reação (Yang et al., 1992; Ribeiro et al., 
2012; Moreira & Filho, 2016). Muitos microrganismos, incluindo fungos e bactérias, 
produzem enzimas capazes de degradar a biomassa lignocelulósica. O CAZy 
(www.cazy.org) é um banco de dados específico que descreve as famílias de 
enzimas que estão envolvidas na quebra, modificação ou criação de ligações 
glicosídicas (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014). Este banco de dados é 
atualizado e revisado regularmente com base em dados extraídos da literatura, 
garantindo assim a confiabilidade das informações (Henrissat et al., 1991; Murphy et 
al., 2011).  
  Atualmente o CAZy tem proteínas distribuídas em 5 classes: glicosil 
hidrolases (GH), glicosil transferases (GT), polissacarídeo liases (PL), carboidrato 
esterases (CE) e enzimas com atividade auxiliares (AA), além de domínios descritos 
como módulo de ligação a carboidrato (CBM) (Lombard et al., 2014). As enzimas 
que degradam o material lignocelulósico são mais abundantes nas classes das GHs 
e CEs (Lombard et al., 2014), sendo a GH a classe mais numerosa, com 133 
famílias. Estas representam 47% das enzimas catalogadas no CAZy e são 
responsáveis pela quebra das ligações glicosídicas entre dois ou mais carboidratos 
(Cantarel et al., 2009). 
  A hemicelulose pode ser formada principalmente por cadeias de xilano, 
arabinoxilano, xiloglucano, manano, glicomanano e β-(1→3,1→4)-glucano (Scheller; 
Ulvskov, 2010). Nas angiospermas, o xilano é o polissacarídeo predominante, sendo 
formado por unidades de xilose que são ligadas entre si por ligações β-1,4 e pode 
conter diferentes graus de ramificação (Horn et al., 2012). Na cana, as ramificações 
normalmente são compostas por moléculas de arabinose (arabinoxilano) e grupos 
acetila ou feruloíla. 
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  Devido ao arabinoxilano ser um polímero complexo, para sua completa 
degradação é necessária a ação sinérgica de uma variedade de enzimas (Figura 1), 
entre elas: endo-β-xilanases, β-xilosidases, α-L-arabinofuranosidases, α-D-
glucuronidases, feruloil-esterases, α-D-galactosidases e acetil-xilano-esterases 
(Carvalho et al., 2009). A principal enzima que atua neste processo é a endo-β-
xilanase, responsável por clivar as ligações internas do xilano, liberando xilo-
oligossacarídeos. Estes são então clivados por β-xilosidases produzindo os 
monômeros de xilose (Yang et al., 2014). Vários estudos mostram que estas duas 
enzimas atuam sinergicamente, uma vez que a atividade de xilanases geralmente é 
inibida por xilobiose. Assim, β-xilosidases não só produzem xilose a partir de xilo-
oligômeros (em especial xilobiose), mas também reduzem o efeito inibitório deste 
dissacarídeo, permitindo uma maior eficiência das xilanases (Yang et al., 2014). No 
entanto, a xilose pode atuar como inibidora da atividade da β-xilosidase, problema 
que necessita de pesquisa para o desenvolvimento de enzimas com alta atividade, 
estabilidade térmica, e menos sensíveis à inibição por este produto. Adicionalmente, 
esta enzima possui outras aplicações biotecnológicas, como por exemplo, na área 
de alimentos (processamento de frutas e vegetais, vinhos, cervejas) e na indústria 
de papel, para etapa de pré-branqueamento da polpa Kraft e têxtil (Yang et al., 1992; 
Sunna & Antranikian, 1997; Díaz-Malváez et al., 2013). 
 
 
  Figura 1: Arabinoxilano e as enzimas envolvidas em sua degradação (editado de 
Carvalho et al., 2009). 
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  Com foco no desenvolvimento de novas tecnologias para serem 
implantadas na produção do etanol 2G, estudos envolvendo a descoberta de novos 
microrganismos e enzimas vêm sendo realizados. Neste sentido, em nosso grupo de 
pesquisa foi isolada uma nova espécie de levedura proveniente do trato intestinal de 
uma larva de Chrysomelidae, inicialmente identificada como do gênero Pseudozyma, 
mas que recentemente foi classificada em um novo gênero: Kalmanozyma (Wang et 
al., 2015). Esta levedura, denominada K. brasiliensis, é capaz de crescer em xilano e 
produz uma endo-β-xilanase que apresenta uma das maiores atividades específicas 
já descritas. Sua enzima foi caracterizada (Borges et al., 2014), sua espécie descrita 
(Oliveira et al., 2014) e seu genoma sequenciado (Oliveira et al., 2013). Verificou-se 
que seu genoma potencialmente codifica a várias famílias de CAZymes (Quadro 1), 
entre elas, diversas possíveis celulases e hemicelulases. 
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  Quadro 1. Relação de possíveis CAZymes encontradas no genoma de K. brasiliensis 
(β-xilosidases em destaque). 
Classe 
Número de genes 
de cada classe no 
genoma 
Família das enzimas de cada classe identificados no secretoma 
(número de enzimas) – principais atividades conhecidas 
AA 28 
AA3 (9) -  celobiose desidrogenase; glicose 1-oxidase; piranose oxidase; 
entre outras 
AA5 (4) -  alcohol oxidase; galactose oxidase 
AA7 (6) -  oxidase de glicooligosacarídeo; oxidase de quitooligosacarídeos; 
entre outras 
GH 118 
GH3 (4) -  β-xilosidase; β-glicosidase; xilano 1,4-β-xilosidase; entre outras 
GH4 (1) -  glicosidase maltose-6-fosfato; α-glicosidase; entre outras 
GH5 (12) -  chitosanase; β-mannosidase;  β-glicosidase; entre outras 
GH9 (1) -  endoglucanase; β-glicosidase; celobiohidrolase; entre outras 
GH10(1) -  endo-1,4-β-xilanase; endo-1,3-β-xilanase e tomatinase 
GH11 (1) -  endo-β-1,4-xilanase; endo-1,3-β-xilanase 
GH16 (18) -  β-agarase; xiloglucanase; endo-1,3-β-glucanase; entre outras 
GH51 (3) -  endoglucanase; endo-β-1,4-xilanase; β-xilosidase; α-L-
arabinofuranosidase 
GH54 (1) -  β-xilosidase; α-L-arabinofuranosidase 
GH128 (5) -  β-1,3-glucanase; entre outras 
CBM 13 
CBM18 (1) – ligação à quitina 
CBM21 (1) – ligação ao amido 
CBM32 (1) – ligação ao β-1,3-xilano 
CBM35 (3) – ligação à lactose e galactose 
CBM4 (2) –  ligação ao β-1,3-glicano,  β-1,3-1,4-glicano, β-1,6-glicano ou 
celulose amorfa (não cristalina) 
CBM43 (1) – ligação ao β-1,3-glicano 
CBM48 (1) – ligação ao glicogênio 
CBM50 (2) – ligação à quitopentaose 
CBM63 (1) – ligação à celulose 
CE 88 
CE1 (12), CE2 (2), CE4 (9) – acetil-xilano-esterase 
CE5 (2) – acetil-xilano-esterase ou cutinase 
CE7 (1) – acetil-xilano-esterase ou cefalosporina-C deseacetilase 
CE8 (1) – metilesterase de pectina 
CE9 (1) – acetilglucosamina-N 6-fosfato desacetilase 
CE10 (30) – acetilcolinesterase, carboxilesterase 
CE13 (2) – acetilesterase de pectina 
CE14 (1) – N-acetil-1-D-myo-inosityl-2-amino-2-deoxi-α-D-
Glicopiranosídeo; entre outras 
PL 3 
PL1 (1) – pectina liase, pectato liase e exopectato liase 
PL12 (1) – heparina-liase sulfato 
PL14(1) – alginato liase, exo-oligoalginato liase, β-1,4-glucuronano liase 
GT 57 
GT2 (12) – celulose sintase, quitina sintase 
GT90 (6) – UDP-Xil: (manosil) glucuronoxilomanano/ galactoxilomanano β-
1,2-xilosiltransferase, entre outras 
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  Entretanto, o conhecimento sobre como esta levedura degrada 
polissacarídeos, em especial xilano, ainda é muito limitado. Neste sentido, uma 
abordagem para verificar as enzimas hidrolíticas produzidas e as estratégias 
utilizadas para quebra de açúcares complexos é através do estudo de seu 
secretoma, uma metodologia que permite analisar os produtos protéicos que um 
dado organismo secreta em resposta a uma variação ambiental (Girard et al., 2013). 
Assim, neste trabalho objetivou-se analisar o secretoma de K. brasiliensis em 
diversas condições de crescimento, com a finalidade de verificar as enzimas de 
interesse para produção de etanol 2G, bem como elucidar as estratégias de 
degradação e consumo dos substratos. Adicionalmente, objetivou-se a identificação 
e caracterização de β-xilosidases. Atualmente, estas enzimas são mais estudadas 
em ascomicetos e bactérias, mesmo os basidiomicetos sendo os degradadores mais 
eficientes de biomassa vegetal (Rytioja et al., 2014). Uma vez que K. brasiliensis 
apresenta uma xilanase (PbXyn11) com atividade catalítica superior a outras já 
descritas (Borges et al., 2014), ela se torna um microrganismo de grande interesse 
para identificação de novas β-xilosidases. 
  A descoberta e desenvolvimento de novos biocatalisadores eficientes e 
custo-efetivos para conversão da biomassa em açúcares fermentescíveis é a grande 
chave para enfrentarmos os desafios técnicos e econômicos da produção de etanol 
a partir da biomassa lignocelulósica (Canilha et al., 2012), e esta é uma questão em 
que o presente trabalho pretende contribuir. A análise do secretoma desta espécie, 
bem como a caracterização de β-xilosidase, poderá trazer conhecimentos de novos 
potenciais enzimáticos desta espécie que favoreçam a sua aplicabilidade industrial 
em diversos setores, com ênfase na produção do etanol 2G. 
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2 Revisão bibliográfica 
2.1 Petróleo no Brasil 	
  Os combustíveis fósseis são formados pela decomposição de matéria 
orgânica em um processo que perdurou milhões de anos. Este recurso energético, 
somado ao carvão, foram cruciais para o desenvolvimento da civilização moderna e 
até hoje vêm sendo utilizados, porém com diferentes aplicações. A civilização da 
mesopotâmia utilizava o betume, vulgarmente chamado de “piche”, obtido do 
fracionamento do petróleo, para ligar blocos de argila em muros e paredes, 
impermeabilizar construções, barcos e canais. Além disso, também servia de 
combustível para o fogo, sendo também utilizado com a finalidade de iluminação ou 
como arma para atear fogo (Ngô & Natowitz, 2009). 
  No Brasil, o petróleo foi inicialmente utilizado para abastecimento das 
fontes de iluminação. Ainda sem regulamentação específica, este combustível 
obedecia às mesmas leis exigidas para outros minérios (ouro, ferro). Neste período, 
o território brasileiro pertencia a Corte Portuguesa, e apenas após a independência 
em 1822, que todos os direitos aos poços de petróleo foram transferidos para o 
governo brasileiro independente (Vaitsman, 2001). A primeira Constituição Federal 
brasileira (1824) ainda não continha nenhuma especificação relacionada à política 
de energia e atividade econômica petrolífera. No ano de 1858, no estado da Bahia, 
foram garantidas as primeiras concessões à extração de betume (composto negro 
de alta vicosidade rico em hidrocarbonetos) nas margens do rio Maraú para 
abastecimento das demandadas de novas fontes de iluminação, visto o aumento do 
número de cidades e expansão das já existentes (Moura & Carneiro, 1976).  
  Em 1889, a indústria do petróleo já estava um pouco mais 
desenvolvida nos EUA e na Rússia, países em que os motores a combustão já 
estavam sendo usados e o fracionamento do petróleo já começava a ser realizado, 
revolucionando o mundo através das descobertas de novas aplicações dos produtos 
do petróleo (Quintas & Quintans; 2001). Nesta época, no Brasil, muitas medidas 
erradas acabaram sendo tomadas; havia máquinas disponíveis, mas não mão-de-
obra especializada para lidar com as necessidades exigidas pelo setor do petróleo e 
mineração. Como resultado, a maioria das concessões de poços de petróleo 
daquela época foi devolvida ao governo bem antes do prazo estabelecido (Quintas & 
Quintans; 2001). 
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  A importância do petróleo no mundo passou a ser elevada e junto a 
este crescimento ocorreram grandes descobertas de poços de petróleo no Brasil. Foi 
quando se deu início à famosa campanha brasileira “O petróleo é nosso!”, que 
buscava expor os interesses nacionais, divulgando a questão da soberania do país 
sobre a propriedade das reservas de petróleo encontradas em território brasileiro. 
Em 1920, o Congresso Nacional estabeleceu as primeiras leis do petróleo que, 28 
anos depois, deram origem à Petróleo Brasileiro S.A. (Petrobras), uma sociedade de 
economia mista em que o Estado asseguraria 51% das ações. Outro projeto 
implantado pelo governo foi o Programa Nacional do Petróleo (1952-1956) que 
visava investir 8 bilhões de cruzeiros em pesquisa e produção (62%), refino (25%), 
transportes e equipamentos (13%). Tudo isso para atender a crescente demanda do 
uso deste combustível fóssil (Draibe, 1985).  
  Atualmente a demanda mundial de combustíveis à base de petróleo 
continua aumentando, devido ao rápido crescimento das cidades e o 
desenvolvimento das indústrias e da sociedade automotiva. Porém, junto a isso, 
questões relacionadas ao esgotamento destas reservas e a poluição ambiental 
também são levantadas, e desde a última década, vêm inspirando esforços na 
utilização de combustíveis alternativos, principalmente para motores de combustão 
interna (Ngô & Natowitz; 2009).  	
2.2 O etanol no cenário brasileiro como alternativa ao uso de combustíveis 
fósseis 	
  No passado, a regulamentação das indústrias de petróleo foi 
imprescindível para chegarmos aos avanços do uso desta fonte de energia. Sendo 
assim, todo esse caminho percorrido pela indústria pode ser aproveitado como um 
aprendizado a ser utilizado na implantação de novas formas de obtenção de energia, 
principalmente das energias renováveis provindas das usinas sucroenergéticas. 
 Atualmente, mais do que uma alternativa estratégica às variações do 
mercado internacional do petróleo, a busca por fontes de combustível limpo e 
sustentável se deve às preocupações ambientais (Balat & Balat, 2009). O debate 
internacional sobre a sustentabilidade dos biocombustíveis gira em torno do balanço 
dos gases do efeito estufa (GEE), como o CO2, que deixariam de ser emitidos pela 
queima dos combustíveis fósseis e que seriam deslocados do ar poluído na forma 
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de biomassa mediante à sua substituição, visto que a planta realiza fotossíntese e 
utiliza o carbono poluente para obtenção de energia. Os biocombustíveis alternativos 
mais promissores para a substituição de combustíveis derivados de petróleo em 
motores de combustão interna são o biodiesel e o etanol (Demirbas, 2011).  
  Uma das primeiras disposições legais destinadas a regulamentar o 
setor sucroenergético só veio a ser realizado ao fim da República Velha. 
Praticamente sem perspectivas para o uso do etanol como combustível, o Decreto 
nº 22,981 de 25 de Julho de 1933, criou o Instituto do Açúcar e do Álcool (IAA) que 
durou até a década de 90. Entretanto, o uso do etanol em larga escala como 
combustível para motores de ignição só passou a ser significante na década de 70 
dada a crise do petróleo, que levou o governo brasileiro a incentivar seu uso através 
do Programa Nacional do Álcool (PROALCOOL) (Borges, 2010). O setor foi 
estimulado a promover o aumento da produção do biocombustível para substituir os 
combustíveis fósseis (Borges, 2010), porém, o etanol produzido não foi suficiente 
para abastecer a demanda brasileira. 
  O etanol é um dos biocombustíveis mais importantes produzidos a 
partir de culturas energéticas (Mussatto, 2010), com balanço positivo de GEE 
(Walter et al., 2011), além de possuir elevado índice de octanagem, elevado calor de 
vaporização e baixa pressão de vapor (Kumar et al., 2010). Outro aspecto 
sustentável da utilização do etanol é a utilização dos resíduos das usinas para 
cogeração de energia elétrica. A usina pode queimar seus resíduos de biomassa e 
ser auto-suficiente em energia elétrica, havendo assim uma diminuição mais 
significativa no balanço de emissão dos GEE (Walter et al., 2011).	
  Atualmente, a produção de etanol pode ser realizada pelo 
processamento de diferentes matérias primas ricas em carboidratos, como milho, 
cana, trigo, beterraba e arroz. A produção realizada há séculos, chamada de 
primeira geração (1G), ocorre a partir da fermentação da glicose e frutose presentes 
na sacarose do caldo da cana, ou da glicose presente no amido do milho e demais 
culturas. Por outro lado, o etanol 2G é obtido a partir da fermentação dos açúcares 
da biomassa lignocelulósica (principalmente glicose e xilose) (Ho et al., 2014), 
muitos deles provenientes dos resíduos da própria indústria 1G, como o bagaço e 
palha da cana, do milho, de trigo e de arroz, entre outros. Para a produção deste 
etanol, também podem ser utilizadas culturas energéticas ricas em lignocelulose, 
como o caso da cana-energia ou o Miscanthus. 
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  Liderada pelo Brasil e Estados Unidos, a produção mundial de etanol 
mais que dobrou desde 2005, atingindo 94 bilhões de litros em 2014 (REN21, 2014; 
UNCTAD, 2016). Segundo a Associação de Combustíveis Renováveis (RFA), os 
dois países produziram em torno de 85% do etanol mundial em 2015 
(http://ethanolrfa.org/), e para a safra de 2016/17 prevê-se que o Brasil produza 30 
bilhões de litros (CONAB, 2016). Em território nacional, a produção de etanol é 
concentrada na região sudeste, com 60,5% da produção total do país. Porém o 
aumento da produção deve-se a expansão do plantio e processamento da cana nos 
estados da região nordeste (Alagoas, Rio Grande do Norte e Maranhão) e centro-
oeste (Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) (CONAB, 2016) (Figura 2). 
 
 
  Figura 2: Localização das plantações de cana no território brasileiro (CONAB, 2016). 
   
  Embora o aumento da área plantada resulte em uma maior produção 
de etanol, devido a questões ecológicas, ambientais e legais, como a preservação 
das matas ciliares ou dos corredores ecológicos, pode-se obter um aumento da 
produção se houver melhorias das fases agrícolas e industriais (Leite et al., 2009). 
Neste sentido, uma alternativa é o aproveitamento dos açúcares que compõe a 
parede celular da cana para a produção do etanol 2G. A produção deste 
biocombustível compreende três etapas principais: pré-tratamento, hidrólise e 
fermentação (Balat et al., 2008). Entretanto, mesmo a biomassa lignocelulósica 
sendo renovável e abundante, a produção do etanol 2G ainda não é realidade dado 
aos altos custos do processo, e boa parte dos avanços tecnológicos depende do 
investimento em novas usinas (Milanez et al., 2015). 
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  O Brasil possui atualmente 4 plantas de produção de etanol 2G, onde 2 
já operam em escala industrial: a GranBio/Beta Renewable/Chemtex (localizada em 
São Miguel/Alagoas), que deu início às suas atividades no ano de 2014 e que utiliza 
como matéria-prima bagaço e palha, e o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) 
que utiliza bagaço de cana, em Piracicaba/São Paulo, com início de suas atividades 
em 2012 (UNCTAD, 2016). Além disso, existem dois grupos operando em escala de 
demonstração e piloto (Raizen e Petrobras). A primeira, também em Piracicaba, 
iniciou suas atividades em 2015, e a segunda, no Rio de Janeiro, em 2007 
(UNCTAD, 2016) (Figura 3). 
  
 
  Figura 3: Localização e capacidade de produção das usinas de etanol 2G do Brasil 
(UNCTAD, 2016). 		
2.3 A biomassa da cana-de-açúcar 	
  A biomassa lignocelulósica tem sido identificada como uma importante 
matéria-prima para a produção de biocombustíveis (além de outros produtos de 
valor agregado). Neste contexto, o Brasil deve aproveitar a biomassa de cana, visto 
que é o maior produtor mundial desta cultura, sendo prevista a colheita de 691 mil 
toneladas na safra 2016/17 (3,8% maior que a safra 2015/16) (CONAB, 2016). 
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  Na indústria sucroenergética, grandes quantidades de resíduos 
lignocelulósicos (bagaço e palha) são gerados durante a produção de etanol e 
açúcar. Após a colheita da cana, a palhada deixada sobre o solo é composta por 
três componentes principais: folhas secas, folhas verdes e gema apical (Canilha et 
al., 2012). As gemas apicais e folhas verdes (ponteiros) são as partes superiores, ou 
seja, os segmentos da cana entre a extremidade superior e o último nó do colmo 
com folhas verdes anexas, enquanto as folhas secas são conhecidas como palha 
(Pereira et al., 2015). O bagaço é gerado a partir da moagem da cana para extrair o 
caldo. Cada tonelada de cana processada gera 140 kg de bagaço e 140 kg de 
resíduos no campo, quando levado em consideração seu peso seco (Pippo et al., 
2010). Indiferentemente da origem da biomassa, verifica-se que a celulose é a maior 
fração dos componentes vegetais (com exceção do ponteiro), seguida da 
hemicelulose e lignina (Pereira et al., 2015), independente da variedade. 
  Estas mesmas proporções também podem ser observadas na 
natureza, onde a celulose é o polissacarídeo mais abundante. Ela é composta por 
centenas até 10 mil unidades de D-glicose ligadas de modo reverso uma à outra por 
ligações glicosídicas β-1,4 (Rubin, 2008; Horn et al., 2012; Kubicek, 2013), formando 
microfibrilas que são altamente estabilizadas pelas ligações de hidrogênio 
intermoleculares realizadas pelos grupos hidroxilas presentes nas adjacências das 
moléculas (Adsul et al., 2011). A fibra de celulose apresenta duas regiões diferentes: 
cristalina e amorfa. Na celulose cristalina as microfibrilas permanecem alinhadas 
paralelamente umas às outras formando uma estrutura mais recalcitrante e 
resistente aos ataques das enzimas de microrganismos (Zhao et al. 2012). A 
celulose amorfa se apresenta desorganizada, sendo mais suscetível ao ataque das 
enzimas (Hall et al., 2010). 
  Na hemicelulose, os carboidratos se apresentam de uma maneira 
complexa e heterogênea (Figura 4), sendo formada principalmente por cadeias de 
xilano, arabinoxilano, xiloglucano, mananos, glicomanano e β-(1→3,1→4)-glucano 
(Scheller & Ulvskov, 2010). O xilano é o principal substrato deste estudo por ser o 
polissacarídeo mais abundante na hemicelulose das monocotiledôneas. Ele é 
formado por cadeias de xilose unidas por ligações glicosídicas β-1,4 e, muitas vezes, 
possui monômeros de arabinose ligados à sua cadeia, passando a ser denominado 
de arabinoxilano (Figura 4). As cadeias de xilano também podem ser acetiladas, o 
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que ocorre principalmente nas extremidades redutoras em dicotiledôneas, e de 
maneira heterogênea em gramíneas (monocotiledôneas) (Gibeaut, 2005). 
   
  Figura 4: Tipos de hemiceluloses encontradas nas paredes vegetais. As estruturas 
das hemiceluloses variam consideravelmente entre as espécies de plantas e tecidos. As letras 
encontradas abaixo das moléculas de xiloglucanos ilustram os açúcares presentes nas cadeias 
laterais do polímero: α-D-Xilose-(1→6)-Glc (X), β-Galactose (L) α-L-Fucose (F) e Glicose (G). “Fer” 
representa a esterificação do ácido ferúlico, característico dos xilanos de monocotiledôneas.“Me” 
refere-se ao radical metil ligado ao ácido glucurônico (editado de Scheller & Ulvskov, 2010). 
 
  A lignina, por sua vez, é o terceiro componente mais abundante na 
biomassa da cana, também heterogêneo, formado por 3 álcoois aromáticos: 
coniferil, p-comaril e sinapil (Kubicek, 2012). Esses álcoois são compostos 
hidrofóbicos e altamente resistentes à degradação química e biológica. A 
recalcitrância da parede vegetal se dá justamente pela associação da lignina à 
hemicelulose e demais componentes, protegendo-os contra a degradação (Adsul et 
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al., 2011). A lignina não pode ser utilizada para produção de etanol e os compostos 
fenólicos liberados pela sua degradação inibem a fermentação (Kricka et al., 2014). 
Portanto, o processamento da biomassa deve ser realizado levando em 
consideração estas adversidades. 		
2.4 Processamento da biomassa 	
2.4.1 Pré-tratamentos 	
  O pré-tratamento é a primeira etapa do processamento da biomassa 
lignocelulósica (Figura 5). Ao contrário do etanol 1G onde os açúcares são 
rapidamente liberados e fermentados, na biomassa lignocelulósica, para que os 
açúcares se tornem acessíveis, ela precisa ser desconstruída. O pré-tratamento é a 
etapa crucial que irá aumentar a acessibilidade dos polissacarídeos para a etapa 
posterior, o processo de hidrólise (Hendriks & Zeeman, 2009). Estes pré-tratamentos 
podem ser físicos, químicos, físico-químicos e biológicos. 
 
 
  Figura 5: Composição e desconstrução inicial da biomassa lignocelulósica através 
do pré-tratamento (editado de Hsu et al., 1980). 
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2.4.1.1 Pré-tratamentos físicos 	
  O pré-tratamento de irradiação por micro-ondas é um método não 
tradicional de aquecimento que vem sendo utilizado em biomassa lignocelulósica 
utilizando fornos micro-ondas comerciais desde a década de 70. Diferentemente do 
aquecimento convencional, o calor é gerado no interior da biomassa (Li et al., 2016). 
Quando tratados com a mesma temperatura, o tratamento com micro-ondas rende 
uma sacarificação proporcionalmente maior que a explosão a vapor (Azuma et al., 
1984; Tsubaki & Azuma 2011). Alguns problemas atuais estão diretamente 
relacionados ao alto custo, falta de equipamento em escala adequada e 
aquecimento desigual. Se estes problemas forem resolvidos e um reator em larga 
escala for desenvolvido, este sistema poderá ser amplamente utilizado pelas 
indústrias. Trata-se acima de tudo de um sistema extremamente limpo e eficiente de 
pré-tratamento de biomassa (Li et al., 2016). 
  O pré-tratamento por fragmentação mecânica é um processo em que a 
biomassa é fragmentada em lascas, triturada ou moída. Este processo rompe a 
cristalinidade da celulose, diminui o grau de polimerização e aumenta a superfície de 
contato da biomassa por quebrá-la em partículas menores, tornando o substrato 
mais propício para a hidrólise enzimática. Após a etapa de moagem as partículas 
podem ser mais reduzidas utilizando-se de martelos ou moinho-de-bolas (Rivers & 
Emert, 1987; Yoshida et al., 2008), compressão (Tassinari et al., 1977; Ryu et al., 
1982), moagem Pan (Zhang et al., 2007), além de outros tipos de moagem como de 
energia fluida, coloidal e de dois rolos (Fan et al., 1982). Entre todas estas técnicas 
de fragmentação mecânica, a moagem de compressão é testada em escala de 
produção (Hsu, 1996), assim como o moinho-de-bolas. No entanto, estes processos, 
em geral, são muito demorados e caros (dado o consumo de energia intensa) e são 
menos eficazes do que os pré-tratamentos químicos, uma vez que não resulta na 
remoção de lignina, que comprovadamente restringe a acessibilidade da celulose e 
inibe as celulases (Kumar et al., 2012). 
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2.4.1.2 Pré-tratamentos químicos 	
  Os pré-tratamentos ácidos utilizam ácidos inorgânicos como o 
sulfúrico, hidroclórico, hidrofluórico, fosfórico e nítrico como agentes catalíticos. A 
utilização de ácidos concentrados possibilita uma produtividade final maior de 
açúcares da celulose (glicose) mas, como consequências, tem-se a toxicidade, uma 
maior corrosão dos reatores e a formação de compostos secundários por reações 
inespecíficas que inibem a fermentação (Rabemanolontsoa & Saka, 2016). Como 
exemplo, pode-se citar o furfural derivado da desidratação da xilose durante o pré-
tratamento em pH ácido e temperaturas elevadas. A presença deste composto na 
fermentação gera espécie reativas de oxigênio, podendo danificar o DNA e 
membrana das leveduras (Allen et al., 2010; Pol et al., 2016).  
  Já a aplicação de ácido diluído apresenta a vantagem de formar menor 
quantidade destes compostos indesejados, porém é necessária temperaturas mais 
altas, principalmente para atuar na celulose cristalina, resultando também em uma 
maior degradação da hemicelulose quando comparado a outros tipos de tratamentos 
(Rabemanolontsoa & Saka, 2016). Com a maior degradação da hemicelulose, a 
celulose fica mais exposta para a próxima etapa de hidrólise enzimática. O 
tratamento com ácido sulfúrico diluído solubiliza uma boa parte da hemicelulose 
(Quadro 2). As amostras não tratadas apresentam em torno de 30% de 
hemicelulose, enquanto o conteúdo tratado apresenta pouco mais de 6%, uma 
diminuição de 80%. Assim, a celulose que antes do pré-tratamento correspondia a 
34 a 42% da biomassa, após o pré-tratamento foi quantificada em 48 a 51%, um 
aumento de cerca de 20%. Por outro lado, este tipo de pré-tratamento aumenta 
cerca de 3 vezes a fração de lignina da biomassa final. Antes do pré-tratamento a 
fração de lignina representa cerca de 8 a 13%, enquanto após o pré-tratamento 
representa de 29 a 32%. 
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  Quadro 2. Quantificação dos açúcares e lignina das variedades de cana SP79-1011 
e RB867515 antes e após o pré-tratamento com ácido sulfúrico diluído (editado de Pereira et al., 
2015). 
Variedade Resíduo 
Não tratado Pré-tratado 
C
el
ul
os
e 
(%
) 
H
em
ic
el
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os
e 
(%
) 
Li
gn
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a 
(%
) 
C
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e 
(%
) 
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) 
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(%
) 
S
P
79
-
10
11
 Palha 41,09 35,07 11,13 48,06 6,37 31,82 
Ponteiro 34,68 35,92 8,00 51,34 7,54 29,62 
Bagaço 36,60 28,45 13,81 49,37 7,69 30,37 
R
B
86
-
75
15
 Palha 42,12 35,93 12,04 47,44 6,38 32,32 
Ponteiro 35,02 37,27 8,95 49,18 7,73 30,15 
Bagaço 38,47 28,86 13,45 47,98 7,88 30,85 
   
  Recentemente, a alternativa que vem sendo considerada é a utilização 
de ácidos orgânicos com a finalidade de diminuir as corrosões dos equipamentos, 
fator que gera um dos principais prejuízos nas indústrias químicas, além de ser 
necessária uma menor energia na recuperação destes ácidos, de maneira a não 
serem despejados no meio ambiente. São exemplos de ácidos que podem ser 
utilizados: maléico, succínico, oxálico, fumárico, dicarboxílico e o acético 
(Rabemanolontsoa & Saka, 2016). 
  Outro tipo de pré-tratamento químico que pode-se levar em 
consideração é o químico alcalino. Um dos aspectos positivos é que ele pode ser 
conduzido à baixas temperaturas e pressão gerando menor degradação de açúcares 
que as condições ácidas mencionadas anteriormente, porém necessita de mais 
tempo para ser conduzido, podendo ser horas, dias e até mesmo semanas (Bali et 
al., 2015). Em geral, a hidrólise alcalina é mais efetiva em angiospermas pois estas 
possuem menor conteúdo de lignina quando comparado com as gimnospermas 
(Millett et al., 1976). Assim como a hidrólise ácida, o pré-tratamento alcalino também 
necessita da recuperação dos compostos químicos, sendo necessário um gasto 
adicional de energia e recursos para esta etapa. 
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2.4.1.3 Pré-tratamentos físico-químicos 	
  O pré-tratamento físico-químico alcalino foi estabelecido com a 
finalidade de aumentar a remoção de lignina e melhorar a eficiência do processo, 
onde parâmetros físicos, como pressão, foram adicionados ao tratamento alcalino. O 
mais utilizado é o chamado de Expansão de Fibras por Amônia (AFEX – Amonium 
Fiber Expansion) que utiliza de 1 a 2 quilos de amônia líquida para cada quilo de 
biomassa seca, em uma temperatura moderada de 60 a 120oC, em uma alta 
pressão de 1,72 a 2,06 Mpa, por 5-30 minutos (min), e então a pressão é 
rapidamente reduzida (Kumar et al., 2009). É um método similar à explosão a vapor 
(vide abaixo) porém utiliza amônia líquida ao invés de água (Rabemanolontsoa & 
Saka, 2016). Embora este pré-tratamento mantenha as frações de celulose, 
hemicelulose e lignina muito similares às originais, ele é capaz de diminuir a 
recalcitrância da biomassa e deixar os polissacrídeos mais acessíveis para a etapa 
de sacarificação (Quadro 3). 
 
  Quadro 3. Composição química da palha de milho antes do pré-tratamento, após 
pré-tratamento com ácido sulfúrico diluído e AFEX (Qing & Wyman et al., 2011). 
 
 O pré-tratamento físico-químico de oxidação, também chamado wet 
oxidation (WO), é um processo que utiliza o tratamento do material com água e 
oxigênio (ar) em temperaturas acima de 120oC (Mcginnis et al., 1983). Este 
tratamento reduz a formação de compostos tóxicos indesejáveis como furaldeídos, 
fenóis e aldeídos. Realizado em pH alcalino, apresenta um aumento do conteúdo de 
celulose (Quadro 4), devido a solubilização da hemicelulose e lignina (Martín et al., 
2007). 
Substrato Pré-tratamento 
G
lu
ca
no
 (%
) 
Xi
la
no
 (%
) 
Li
gn
in
a 
(%
) 
Palha de milho 
Nenhum 39,1 27,3 19,3 
Ácido diluído 
(1% H2SO4, 140oC, 40 min) 
57,6 5,7 22,1 
AFEX  
(90oC, 220 psi, NH3 por biomassa 1:1, 5 min) 
39,6 24,5 18,2 
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  Quadro 4. Composição química do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por 
variações de wet oxidation (Martín et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  O pré-tratamento físico-químico de explosão a vapor é conhecido 
desde o século XIX. Utiliza pressões de 0,69 a 4,83 MPa, através da saturação de 
vapor a uma temperatura de 160 a 260oC, por alguns segundos (s) à poucos 
minutos. O vapor penetra na biomassa e expande as paredes celulares das fibras 
antes da explosão e da hidrólise parcial, e então a pressão é rapidamente ajustada 
às condições atmosféricas. Decorrente deste pré-tratamento, ocorre a formação de 
ácido acético a partir da liberação das ramificações acetila presentes na 
hemicelulose, ajudando na catálise das reações químicas. Segundo Grous et al. 
(1986), cerca de 90% da eficiência da hidrólise enzimática pode ser alcançada a 
partir da biomassa de álamo (Populus tremuloides) pré-tratada desta forma. Este 
processo possui um custo comparável ao processo de moagem mecânica atual, 
porém este não é capaz de liberar e romper completamente as ligações de lignina e 
hemicelulose da matriz. 
  Por fim, temos o pré-tratamento organossolve. Este tipo de pré-
tratamento veio da indústria de papel e celulose, que utiliza solventes orgânicos para 
solubilização da lignina e hemicelulose da madeira sem a utilização de reagentes 
químicos agressivos como soda cáustica ou sulfito, por exemplo. O processo se 
baseia no cozimento da biomassa lignocelulósica com o solvente orgânico em altas 
temperaturas e pressão. Ao final do processo a celulose complexada e uma menor 
parcela de lignina são recuperadas, assim como o solvente que é evaporado e 
destilado, sendo reciclado (Soares & Rossel, 2007). Quando realizado com etanol 
como solvente promove: i) maior recuperação sólida, ii) proteção da fração 
Substrato Pré-tratamento 
C
el
ul
os
e 
(%
) 
H
em
ic
el
ul
os
e 
(%
) 
Li
gn
in
a 
(%
) 
Bagaço 
de 
cana 
Nenhum 43,1 31,1 11,4 
195oC, 15 min, pH 10 69,1 4,1 9,5 
195oC, 5 min, pH 6,1 61,6 10,9 11,2 
195oC, 15 min, pH 3 64,9 3,6 13,3 
185oC, 15 min, pH 6,1 65,3 5,8 10,2 
185 oC, 5 min, pH 10 52,6 27,4 11,3 
185oC, 5 min, pH 3 58,2 9,5 10,8 
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celulósica, iii) aumento da porosidade do residual de material sólido, iv) recuperação 
da fração de lignina de maior qualidade com potencial para ser utilizada para 
aplicações industriais (Teramoto et al., 2008), além de v) promover uma eficiente 
extração de açúcares da hemicelulose e produzir hidrolisados com baixa 
concentração de compostos inibitórios para o metabolismo microbiano (Mesa et al., 
2016). 
 	
2.4.1.4 Pré-tratamento biológico 	
  Microrganismos ou enzimas também podem ser aplicados ao pré-
tratamento de vários materiais lignocelulósicos antes da etapa de sacarificação. 
Fungos da podridão marrom, branca e macia têm sido utilizados para a degradação 
seletiva de lignina e hemicelulose (Sánchez, 2009). Os fungos da podridão branca 
são os microrganismos mais utilizados como, por exemplo, Phanerochaete 
crysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus stercoletus, Ceriporiopsis subvermispora, 
Pycnoporus cinnabarinus e Pleurotus ostreatus (Alvira et al., 2010). As enzimas 
modificadoras de lignina, como lacase, peroxidase de lignina e manganês 
peroxidase produzidas por estes microrganismos tem mostrado efeito na 
degradação destes compostos lignificados (Kumar & Wyman, 2009). A palha de 
arroz pré-tratada com Pleurotus ostreatus por 60 dias resultou na degradação de 
41% de lignina de Klason, 17% de celulose e 48% de hemicelulose (Taniguchi et al., 
2005). Outro exemplo seria a aplicação do P. ostreatus no pré-tratamento de palha 
de trigo. Após cinco semanas, 35% da palha de trigo original foi convertida em 
açúcares redutores após a hidrólise enzimática, em comparação com 12% da 
amostra não pré-tratada (Hatakka, 1983). Embora o pré-tratamento biológico tenha 
muitas vantagens, tais como menor necessidade de energia e de produtos químicos, 
e condições brandas de realização, é necessário um tempo de pré-tratamento muito 
longo (várias semanas) para alcançar uma taxa relativamente elevada de hidrólise 
enzimática, o que limita a sua aplicação industrial (Sun et al., 2016). 
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2.4.2 Sacarificação 	
  O processo de sacarificação é onde ocorre a hidrólise dos 
polissacarídeos e a liberação dos açúcares fermentescíveis que serão convertidos 
em etanol (Balat et al., 2008). Sendo assim, os coquetéis enzimáticos utilizados 
nesta etapa devem ser compostos por enzimas de diferentes grupos, que atuem de 
preferência em sinergia. Esta variedade de enzimas pode ser encontrada na 
natureza, que nos apresenta um recurso extremamente vasto de organismos que 
utilizam diferentes biomassas como fonte de energia. Eles estão distribuídos nos 
mais variados reinos: animal (somado aos microrganismos em simbiose ao seu trato 
intestinal), vegetal, protista, fungo, bactéria e archaea. Dentre estes organismos, os 
fungos e bactérias são objetos de estudos atraentes para esta aplicação pois 
possuem diferentes arsenais enzimáticos, atuando em polímeros como a celulose e 
hemicelulose, ramificações da hemicelulose e ligações de lignina à celulose. Estas 
enzimas muitas vezes são secretadas, fato que torna tanto os microrganismos 
quanto as enzimas alvos de pesquisas dada as promissoras aplicações industriais 
como biocatalisadores da biomassa vegetal (Sweeney & Xu, 2012). 
  No geral, estas enzimas podem ser divididas em 3 grupos: celulases, 
hemicelulases e oxidativas. Pertencem às celulases as glicosil hidrolases que atuam 
diretamente na hidrólise da celulose, como é o caso das endoglucanases e 
celobiohidrolases (Quadro 5). Pertencem ao grupo das hemicelulases as endo-β-
xilanases, β-xilosidases, acetil-xilano esterases, α-L-arabinofuranosidases, feruloil-
esterases e p-coumaroil esterases (Figura 6, Quadro 5) (Xiao et al., 2004; Selig et 
al., 2008).  
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  Dentro do grupo das hemicelulases, as glicosil hidrolases mais 
importantes são as endo-β-xilanases, β-xilosidases e também as α-L-
arabinofuranosidases (Quadro 5). As endo-β-xilanases atuam hidrolisando as 
ligações glicosídicas internas do xilano, presente nos polissacarídeos de 
arabinoxilano, por exemplo (Figura 6). Elas são amplamente encontradas em 
archaea, bactérias, fungos e plantas, e pertecem às famílias GH8, 10, 11, 30 e 43, 
sendo que as famílias 10 e 11 são formadas exclusivamente por endo-β-xilanases 
(Quadro 5) (Pollet et al., 2010). Estas duas famílias diferem entre si na 
especificidade de substrato: a endo-β-xilanase da família GH10 atua em xilo-
oligossacarídeos menores, produzindo moléculas mais curtas que a GH11 e tem 
maior atividade em xilanos substituídos (Ustinov et al., 2008) como por exemplo o 
xiloglucano. Além do núcleo catalítico, um ou mais CBMs ou outros domínios podem 
ser encontrados nestas enzimas (Verjans et al., 2010). 
 
 
  Figura 6: As enzimas xilanolíticas e suas atuações na degradação sinérgica do 
polímero de arabinoxilano até o monômero final de xilose (Sweeney & Xu, 2012). Todas as moléculas 
de xilose estão representadas em preto, de arabinose em vermelho, feruloil em marrom e acetil em 
roxo. As setas azuis mostram a ligação de hidrólise e o círculo azul mostra a molécula de xilose, 
resultado final após todas as clivagens. 
 
  Entre as enzimas secretadas pelos fungos celulolíticos, as xilanases 
muitas vezes correspondem a <1% do secretoma produzido, embora várias 
xilanases diferentes possam ser produzidas por um mesmo organismo (Chundawat 
et al., 2011). Elas podem fornecer, ou beneficiar, uma sinergia significativa entre 
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elas, com outras hemicelulases ou com celulases: uma GH11 pode produzir xilo-
oligossacarídeos grandes para a ação sinérgica de uma GH10, ou então 
hemicelulases de desramificação, como as acetil-xilano esterases, podem remover 
substituintes para facilitar a ação das endo-β-xilanases, ou as endo-β-xilanases 
podem degradar o xilano da lignocelulose para expor a celulose, facilitando a 
hidrolise pelas celulases (Pastor et al., 2007). Assim, a otimização de um coquetel 
de enzimas degradadoras de lignocelulose com xilanases pode ser a chave para a 
conversão mais eficiente da biomassa vegetal na indústria, especialmente para 
madeira ou matérias-primas à base de gramíneas ricas em arabinoxilano (Sweeney 
& Xu 2012). 
  Quando produzidas por basidiomicetos, estas enzimas apresentam um 
pH ótimo bem abrangente, entre 3,0 e 8,0 e temperaturas ótimas de 50oC a 80oC 
(Rytioja et al., 2014). Fungos da podridão branca apresentam na maioria das vezes 
xilanases com pH ótimo de 4,0 a 6,0. Apesar da K. brasiliensis não ser um fungo da 
podridão branca, sua xilanase possui aproximadamente 24 kDa, pH ótimo igual à 4,0 
e uma temperatura ótima de 55oC (Borges et al., 2014). Ela faz parte da família 
GH11 e possui uma das maiores atividades específicas já descrita para todas as 
xilanases, correspondente a aproximadamente 2792 U/mg. Além disso, esta enzima 
possui uma boa produtividade de xilo-oligossacarídeos para a atuação sinérgica das 
β-xilosidases (Borges et al., 2014). 
  As β-xilosidases hidrolisam a xilobiose ou outros xilo-oligossacarídeos 
produzidos a partir da degradação do xilano (Jordan & Wagschal 2010). Elas 
pertencem às famílias GH3, 30, 39, 43, 52 e 54 e muitas delas têm atividade de α-L-
arabinofuranosidases (Sweeney & Xu, 2012). As α-L-arabinofuranosidases são 
responsáveis por hidrolisar as extremidades não redutoras de resíduos α-L-
arabinofuranosídeos em α-L-arabinosídeos (Mohanram et al., 2013). A vantagem da 
utilização de β-xilosidases é facilitar a bioconversão de muitos recursos renováveis 
de baixo custo, em produtos economicamente importantes, tais como o bioetanol ou 
xilitol. Sendo assim estas enzimas devem ser mais exploradas para obtenção de 
produtos biotecnológicos de interesse (Bosetto et al., 2015). 
  Por fim, as oxidases são frequentemente encontradas nos secretomas 
de microrganismos celulolíticos. Em alguns casos em baixos níveis, porém 
significantes, cuja co-atuação com enzimas hidrolíticas indicam a importância da 
presença do sistema oxidativo como parte da eficiência da degradação da 
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lignocelulose (Martínez et al., 2005; Dashtban et al., 2009; Lundell et al., 2010; Sipos 
et al., 2010; Wymelenberg et al., 2010). A maior parte destas enzimas atua na 
degradação de lignina que, como já abordado, é um polímero aromático 
recalcitrante, heterogêneo e inibitório.  
  Assim, a degradação da lignina é um desafio para a conversão 
industrial da biomassa, pois ela não apenas aumentaria a acessibilidade da celulose 
e hemicelulose pelas enzimas, como também diminuiria a inibição enzimática 
causada por estas moléculas na etapa de hidrólise (Jönsson et al., 2013). Os 
exemplos de enzimas oxidativas são: peroxidases de lignina, Mn peroxidase e 
peroxidases versáteis. Elas são enzimas extracelulares com alto poder oxidativo, 
que roubam elétrons das moléculas de lignina, causando uma oxidação direta ou via 
manganês. As lacases (Quadro 5), por exemplo, são multi-cobre oxidases que 
oxidam compostos fenólicos da lignina.  
  Além das oxidases de lignina, também existem oxidases que ajudam 
na degradação da celobiose, como é o caso da celobiose desidrogenase (Quadro 5), 
que podem desidrogenizar ou oxidar as moléculas de celobiose à aldonolactonas, 
com concomitante redução de quinona à fenol ou O2 à H2O2, diminuindo assim 
também a inibição causada pela celobiose às celulases (Bey et al., 2011). 	
2.4.3 Fermentação 	
  O encerramento da conversão de polissacarídeos até etanol ocorre na 
etapa de fermentação. Os açúcares glicose e xilose são dominantes no hidrolizado e 
como a S. cerevisiae naturalmente não é capaz de consumir e nem produzir etanol a 
partir de xilose, as estratégias que vem sendo desenvolvidas em cepas 
geneticamente modificadas estão relacionadas à introdução de genes para o 
metabolismo e transporte deste açúcar, alterando o balanço redox intracelular e 
aumentando a expressão da xilulokinase, dos genes da via da pentose-fosfato e 
também realizando seleção e adaptação às condições de cultivo (Klimacek et al., 
2014). Além destes, outros organismos podem ser utilizados. Por exemplo, existem 
experimentos que utilizam a Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), capaz de 
fermentar pentoses naturalmente (Santos et al., 2016), e bactérias recombinantes, 
como algumas cepas de Escherichia coli (Saha et al., 2011). 
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  Industrialmente, esta etapa pode ocorrer de duas diferentes maneiras: 
a hidrólise ocorrendo separadamente da fermentação (Separate Hydrolysis and 
Fermentation – SHF) ou a hidrólise ocorrendo simultaneamente à fermentação 
(Simultaneous Saccharification and Fermentation – SSF), uma alternativa mais 
econômica. Nos estudos mais recentes, ambos os métodos vêm sendo amplamente 
utilizados.  
  Além destas tecnologias já apresentadas, também existe um processo 
tecnológico chamado CBP (Consolidate Bioprocessing) que vem tomando seu 
espaço nas discussões e pesquisas científica de base nos últimos anos. Apesar de 
ainda existirem muitos obstáculos, o CBP baseia-se na conversão da lignocelulose 
em produtos desejados utilizando-se de um microrganismo em apenas uma etapa, 
sem a adição de enzimas. Para o desenvolvimento de um microrganismo CBP, que 
pode ser desde diferentes espécies de bactérias e até mesmo fungos 
leveduriformes, são utilizadas técnicas de engenharia genética e metabólica visando 
obter produtividade com rendimentos comercialmente atrativos (Olson et al., 2012).  	
2.5 Basidiomicetos 	
 Pertencentes ao Reino Fungi, os basidiomicetos possuem micélio 
septado, geralmente dicariótico, e reprodução sexuada na forma de basídios com 
cerca de 4 basidiósporos. Cerca de 40% das espécies de fungos pertencem a esta 
divisão, que possui em geral um ciclo de vida que se inicia de um esporo haplóide 
(com exceção dos Puccinales), que é germinado e dá origem a um micélio septado 
com células monocarióticas. Em certas ordens os basidiósporos podem germinar 
repetidamente com esporos secundários, dando origem a um crescimento 
decorrente típico de leveduras em que os órgãos sexuais especializados não são 
formados. A fertilização geralmente ocorre pela fusão de duas células 
mononucleadas e geneticamente diferentes, porém morfologicamente semelhantes 
em que ocorre a troca de núcleos, fenômeno que recebe o nome de plasmogamia 
(Crous et al., 2009). Cerca de 75% dos basidiomicetos isolados e caracterizados 
como degradadores de xilano são fungos que ocasionam a doença da podridão 
branca (Rytioja et al., 2014), porém não é o que ocorre com a K. brasiliensis. 		
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2.5.1 Kalmanozyma brasiliensis GHG001 
 
  Kalmanozyma brasiliensis é uma nova levedura da ordem dos 
Ustilaginales isolada do trato intestinal de um besouro praga das raízes de cana 
(Oliveira et al., 2014). Este gênero Kalmanozyma foi criado a partir de análises 
filogenéticas realizadas nas sequências dos genes LSU rRNA e ITS de algumas 
espécies já conhecidas. Este novo gênero recebeu este nome em homenagem a 
Kálmán Vánky, devido às suas contribuições na taxonomia de fungos que causam 
doenças em plantas (como carvão e ferrugem). Junto a K. brasiliensis, este novo 
gênero também agregou as espécies P. fusiformata (Boekhout, 1995), atual K. 
fusiformata (Wang et al., 2015) e P. vetiver (Chamnanpa et al., 2013), atual K.vetiver 
(Wang et al., 2015).	 O antigo gênero Pseudozyma era composto por outras 20 
espécies de leveduras já descritas: P. abaconensis (Statzell-Tallman et al., 2010), P. 
alboarmeniaca (Sugita et al. 2003), P. antarctica (atual Moesziomyces antarcticus) 
(Wang et al., 2015), P. aphidis (atual M. aphidis) (Wang et al., 2015), P. 
churashimaensis (Morita et al., 2011), P. flocculosa (atual Athracocystis flocculosa) 
(Lutz & Piatek, 2015), P. graminicola (Golubev et al., 2007), P. crassa (atual 
Triodiomyces crassus) (Wang et al., 2015), P. hubeiensis (Wang et al., 2006), P. 
jejuensis (Seo et al., 2007), P. parantarctica (atual M. parantarcticus) (Sugita et al., 
2003), P. prolifica (Bandoni, 1985; Boekhout, 1995), P. pruni (Liou et al., 2009), P. 
rugulosa (Traquair et al., 1988; Boekhout, 1995), P. shanxiensis (Wang et al., 2006), 
P. siamensis (atual Ustilago siamensis) (Sugita et al., 2003; Wang et al., 2015), P. 
thailandica (Sugita et al., 2003) e P. tsukubaensis (Boekhout 1995). Estas espécies 
foram isoladas com mais frequência de plantas, mas elas não são patógenas. Por 
outro lado, as espécies P. parantarctica, P. thailandica, P. alboarmeniaca, P. crassa 
e P. siamensis (Sugita et al., 2003) foram isoladas de amostras de sangue, e a P. 
abaconensis foi isolada a partir de águas dos recifes dos corais (Statzell-Tallman et 
al., 2010). 
  Espécies deste gênero são notoriamente conhecidas pela vasta 
capacidade biotecnológica de produção de moléculas como cutinase (Seo et al., 
2007), lipase (Bussamara et al., 2010; Bussamara et al., 2012), xilanase (Adsul et 
al., 2009; Borges et al., 2014) e biosurfactante como o lipídeo manosil eritritol 
(Konishi et al., 2011). Atualmente algumas espécies também têm sido utilizadas 
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como agentes de controle biológico contra agentes fito-patogênicos (Avis & 
Bélanger, 2002; Marchand et al., 2009).  
  As colônias deste gênero possuem cores esbranquiçadas, de creme à 
salmão claro, são brilhantes, lisas, suaves e com margens corroídas. Quando 
analisadas em microscópio, suas células normalmente se apresentam com 
brotamentos porém sem a formação de bastoconídios. Além da capacidade de 
formação de pseudo-hifas, as espécies deste gênero podem formar pseudomicélios 
e micélios verdadeiros (Wang et al., 2015).  
  A K. brasiliensis, quando cultivada em meio YM sólido após 3 dias a 
25oC, possui uma forma elíptica com tamanhos de 1,5-4 por 2-6 micrômetros, e 
aparentemente ocorre acúmulo de pequenas bolsas intracelulares de lipídeos. 
Quando cultivadas em meio mínimo com 0,5% de sulfato de amônio apresenta 
formação de pseudo-hifas (Figura 7). Esta espécie é capaz de assimilar D-glicose, 
sacarose, rafinose, galactose, trealose, maltose, melezitose, celobiose, salicina, L-
sorbose, D-xilose, L-arabinose, D-ribose, etanol, glicerol, eritritol, ribitol, D-manitol, 
D-glucitol, mio-inositol (latente), ácido succínico, D-gluconato, D-glucosamina 
(latente), N-acetil-D-glucosamina e xilitol (latente). Nenhum crescimento é detectado 
em inulina, melibiose, lactose, L-ramnose, D-arabinose, metanol, galactitol, D-lactato 
e L-lactato, citrato ou hexadecano. É capaz de assimilar os seguintes compostos à 
base de nitrogênio: nitrato, lisina e cadaverina (latente) (Oliveira et al., 2014). 
 
 
  Figura 7: Células de K. brasiliensis com formação de pseudo-hifas após cultivo de 3 
dias a 30oC em meio mínimo (0,7% YNB sem aminoácidos) com 0,5% sulfato de amônio (Oliveira et 
al., 2014). 
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  O genoma desta nova espécie foi sequenciado e depositado no 
GenBank (DDB/EMBL/GenBank) com o número de acesso AWXO00000000. O seu 
tamanho é de 22,09 Mbp e um total de 5768 genes codificadores de proteínas foram 
preditos (Oliveira et al., 2013). Dentre estas proteínas, cerca de 270 estão 
relacionadas à CAZymes (Quadro 1). Muitas informações a respeito dos potenciais 
biotecnológicos desta levedura estão presentes em seu genoma e, para explorarmos 
mais este basidiomiceto, diversas estratégias relacionadas às ômicas (genômica, 
transcriptômica, secretômica, lipidômica) podem ser realizadas, com a finalidade de 
estudar sua capacidade natural de consumir tão rapidamente um polímero como 
xilano. 
 
2.5.2 Secretômica 	
  Os estudos de secretomas são vantajosos pois permitem analisar os 
produtos protéicos que um dado organismo secreta em resposta a uma variação 
ambiental (Girard et al., 2013). Um exemplo é como os fungos podem variar seu 
metabolismo de acordo com sua exposição à variadas fontes de carbono e 
nitrogênio, sendo capazes de produzir um variado arsenal de proteínas 
extracelulares. As análises de secretomas só se tornaram realidade após avanços 
nas áreas de análises eletroforéticas, cromatográficas, de espectrometria de massas 
e da disponibilidade de genomas bem anotados e softwares específicos (Bouws et 
al., 2008).  
 Existem diversas publicações de secretomas de espécies de 
ascomicetos, como os pertencentes aos gêneros Aspergillus (Florencio et al., 2016), 
Trichoderma (Borin et al., 2015) e Fusarium. Porém, atualmente, estudos com 
basidiomicetos tem ganhado uma maior atenção, principalmente nos organismos 
modelos, Phanerochaete chrysosporium (Wymelenberg et al., 2005), Coprinopsis 
cinerea (Turbe-Doan et al., 2013) e Ustilago maydis (Mueller et al., 2008). Apesar de 
um parentesco próximo, este último é um fitopatógeno responsável pela doença da 
ferrugem do milho e estabelece uma relação biotrófica com as células vegetais vivas 
enquanto sua massa celular cresce sobre a planta. Seu secretoma apresenta 
enzimas degradadoras de carboidratos similares às encontradas em K. brasiliensis, 
como xilanase, mananase, acetil-xilano esterase, β-glicosidase, β-manosidase e 
arabinofuranosidase (Kaupert Neto et al., 2015).  
		
49	
 Conforme estes estudos são realizados, novas proteínas são 
identificadas e muitas delas ainda não possuem funções descritas sendo necessário 
então elucidá-las (Bouws et al., 2008). Neste trabalho foi proposta a análise das 
proteínas secretadas pelo basidiomiceto K. brasiliensis em diversas condições de 
crescimento, para verificar as enzimas de interesse para a produção de etanol de 
segunda geração, bem como para compreender sua estratégia de utilização de 
diversos tipos de açúcares. 
 
3 Objetivos 	
  O presente projeto teve como objetivo geral o estudo do secretoma de 
K. brasiliensis. Os objetivos específicos foram: 
(i) Analisar o crescimento e secretoma de K. brasiliensis cultivada em 
diferentes fontes de carbono e na ausência do mesmo, com ênfase nas 
enzimas hidrolíticas; 
(ii)  Identificar as proteínas de interesse, com ênfase nas β-xilosidases; 
(iii) Clonar, expressar heterologamente, purificar e caracterizar novas β-
 xilosidases. 
  Como objetivo secundário teve-se a clonagem, expressão e produção 
heteróloga da xilanase PbXyn11, visando a obtenção de sua estrutura 
tridimensional. 
 
4 Material e métodos 	
4.1 Cepas e vetores 	
  Neste trabalho foi utilizada a linhagem K. brasiliensis GHG001 (Oliveira 
et al., 2014) depositada na divisão de leveduras da coleção internacional do 
Centraalbureau voor Schimmelcultures, em Utrecht, Holanda (CBS 13268T), na 
Coleção de Culturas de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas 
Gerais (UFMG), em Belo Horizonte (MG) (UFMG-CM-Y307T) e na Coleção 
Brasileira de Microrganismos do Ambiente e Indústrias (CBMAI), em Campinas (SP) 
(CBMAI1606). Para as etapas de clonagem, transformação e produção heteróloga 
de enzimas, foram utilizadas diferentes cepas de E. coli e Pichia pastoris (Tabela 1). 
Os vetores utilizados neste trabalho estão descritos na tabela 2. 
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  Tabela 1: Relação das cepas dos microrganismos utilizados para expressão 
heteróloga e suas principais características. 
Espécie Cepa Principais características 
Escherichia coli BL21 
Possui uma baixa degradação da proteína 
recombinante por ser deficiente em proteases lon 
(Phillips et al., 1984) 
e ompT (Gopal & Kumar, 2013) 
Escherichia coli pRARE Possui um plasmídeo Cam2 que contém genes de tRNA que são utilizados para códons raros em E. coli 
Escherichia coli Origami Possui genes que facilitam a formação de ligações dissulfeto no citoplasma (Bessette et al., 1999) 
Escherichia coli Rosetta-gami 2 
Contém genes de tRNAs utilizados para códons raros e 
também possuem proteínas que facilitam a formação 
de pontes dissulfeto no citoplasma (Gopal & Kumar, 
2013) 
Escherichia coli C41 
Derivada da BL21, resiste à altas densidades celulares 
sem sofrer estresse, produz proteínas em altos níveis 
sem sofrer efeitos tóxicos (Miroux & Walker, 1996) 
Escherichia coli ArcticExpress (Agilent) 
Cepa que cresce à baixas temperaturas e possui 
chaperonas adaptadas à estas condições (Gopal & 
Kumar, 2013) 
Escherichia coli DH5α (Thermo Scientific) 
Cepa não patogênica e amplamente utilizada como 
hospedeira de vetores para clonagem 
Pichia pastoris 
(Komagataella  
pastoris) 
KM71H 
Possui genótipo Aox1:ARG4, arg4. Utilizada para 
seleção de vetores com marcação de resistência a 
zeocina que dão origem à colônias de fenótipo MutS 
(Methanol utilization slow). 
  
  Tabela 2: Relação de vetores utilizados nas diferentes estratégias de produção 
heteróloga de enzimas e suas principais características. 
Vetores Principais utilizações 
pET28a 
(Novagen) 
Produção heteróloga de proteínas em bactérias, possui His-Tag N-
terminal/ sítio de trombina/ T7-Tag e uma outra sequência opcional His-
Tag C-terminal. Carrega gene de resistência à canamicina. Produção 
basal constitutiva e induzida pelo consumo de lactose ou IPTG. 
pPICZα 
(Invitrogen) 
Produção heteróloga em Pichia pastoris, possui promotor AOX1 e His-
Tag C-terminal. Carrega gene de resistência à zeocina. A produção é 
induzida por metanol. 
 
 
4.2 Secretoma de K. brasiliensis 	
 A metodologia envolvida nesta primeira parte do trabalho está descrita 
no anexo 1, que se refere ao artigo publicado na revista FEMS Yeast Research 
(Kaupert Neto et al., 2015). Resumidamente, foi analisado o secretoma de K. 
brasiliensis em meios de cultivo com diferentes fontes de carbono (glicose, 
celobiose, xilose, xilano) e starvation (ausência de carbono), através de 
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espectrometria de massas LC-MS/MS (Q-Tof Ultima, Waters). Foi analisado o 
crescimento da levedura em cada condição e o consumo de carbono por 
cromatografia de troca iônica de alta resolução (HPAEC-PAD). As CAZymes 
referentes aos peptídeos encontrados foram anotadas utilizando os servidores do 
dbCAN (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/annotate.php). As atividades enzimáticas do 
sobrenadante foram verificadas contra os substratos β-1,4-manano (Megazyme) e 
xilano de beechwood (Sigma Aldrich), e quantificadas pelo método DNS (ácido di-
nitro-salicílico); e os substratos sintéticos: pNP-β-Glc (Sigma Aldrich), pNP-β-Xyl 
(Sigma Aldrich) e pNP-Ara (Sigma Aldrich), quantificados pela reação com 1M de 
Carbonato de Sódio (também utilizados para verificar atividade de β-glicosidade e β-
xilosidase intracelular ou associada a membrana/parede). As análises de expressão 
gênica foram realizadas por PCR em tempo real utilizando a expressão do gene tef1 
como normalizador endógeno. 
 
4.3 Identificação de possíveis β-xilosidases por alinhamento local e estrutural 	
  Após a identificação de CAZymes nas análises do secretoma, as 
sequências dos aminoácidos das enzimas relacionadas às famílias de possíveis β-
xilosidases (GH3) foram analisadas através de um alinhamento local pelo programa 
“BLASTp” do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contra o banco de dados reference 
proteins, composto apenas por proteínas anotadas (Anexo 2 e 3). 
  Com a finalidade de prever suas estruturas e funções, foi realizado em 
colaboração com o pesquisador do Bindley Bioscience Center (Purdue University), 
Dro Tiago Sobreira, uma análise de abordagem hierárquica através do I-TASSER 
(Iterative Threading ASSEmbly Refinement) (Yang et al., 2015), indicado para casos 
em que as proteínas possuem baixo grau de identidade. Através de uma plataforma 
online, realiza-se a predição estrutural e funcional de uma proteína utilizando como 
“molde” proteínas depositadas no banco de dados do PDB (Protein Data Bank) 
(Berman et al., 2000).		
4.4 Produção heteróloga de β-xilosidases 	
  Baseando-se nos resultados obtidos a partir da espectrometria de 
massas, das análises de expressão gênica (Anexo 1) e às análises in silico obtidas 
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através dos alinhamentos, foi verificada produção e secreção de duas possíveis β-
xilosidases pertencentes à família GH3 (gi|557997480 e gi|557997898), referenciada 
ao longo do texto como GH3_80 e GH3_98, respectivamente, secretadas 
exclusivamente em xilano.  
  	
4.4.1 Construção dos plasmídeos de expressão das possíveis β-xilosidases 
da família GH3 em E. coli 	
4.4.1.1 Desenho dos oligonucleotídeos e amplificação dos genes 	
 Para a clonagem dos genes correspondentes a estas enzimas, foram 
desenhados oligonucleotídeos (Tabela 3) utilizando a CDS (Coding DNA Sequence) 
dos genes depositados no NCBI referente à estas proteínas.  
  Os oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados: 
• desconsiderando a região relacionada ao peptídeo sinal, predita pelo 
software online SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011); 
• adicionando a sequência do sítios de restrição da enzima NheI e 3 
bases extras (N) na região N-terminal. 
  Os oligonucleotídeos terminadores foram desenhados: 
• adicionando a sequência do sítio de restrição da enzima HindIII e 3 
bases extras (N) na região C-terminal. 
• mantendo os stop códons originais. 
 
  Tabela 3: Relação de oligonucleotídeos e suas sequências utilizados para 
amplificação dos genes das enzimas GH3_80 e GH3_98 e ligação no vetor pET28a. Sublinhado se 
destacam as sequências dos sítios de clivagem das enzimas de restrição. 
Nome Sequência (5’ – 3’)  
PET80_FW NNNGCTAGCATGCACATCAAACGAGCGA 
PET80_RV NNNAAGCTTCTACGACATGTCTCCCTGCA 
PET98_FW NNNGCTAGCGCTTCGCTCGAGCACCT 
PET98_RV NNNAAGCTTTCAGGAGCTGATCGAGGC 
 
  O DNA genômico foi extraído a partir de um cultivo de 10 mL de uma 
colônia da levedura em meio YPD líquido (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% 
glicose) que foi precipitado por centrifugação (4000 rpm por 5 min, a 4oC) e o 
sobrenadante descartado. O precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de tampão 
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de extração (0,5 % SDS (sodium dodecyl sulfate), 25 mM EDTA, 200 mM TrisHCl, 
250 mM NaCl) e todo conteúdo foi transferido para um novo tubo de 2 mL com 
beads até a marca de 500 µL. Nesta etapa as células sofreram lise mecânica pelas 
beads de vidro sob agitação em vortex por 10 min (1 min de agitação e 30 s em 
gelo). Após a lise, aproximadamente 1 mL foi transferido para outro tubo de 2 mL. 
Para a separação do DNA dos resíduos celulares, foi adicionado fenol:clorofórmio na 
proporção 1:1 e todo conteúdo foi centrifugado por 20 min a 14000 rpm gerando 
uma amostra trifásica. A fase superior, contendo o DNA, foi transferida para um tubo 
de 1,5 mL onde foram adicionados 600 µL de isopropanol puro e centrifugado a 
14000 rpm por 5 min para precipitação do DNA. Subsequentemente, o sobrenadante 
foi descartado e 150 µL de etanol 70% foram adicionados, a amostra foi centrifugada 
(14000 rpm por 5 min) e o sobrenadante descartado. Finalmente, após a secagem 
do pellet de DNA, ele foi ressuspenso em 50 µL de água MiliQ autoclavada. Para 
retirada de vestígios de RNA, a amostra sofreu um tratamento com RNAse A (1µL) a 
37oC por 1 h.    
  Os oligonucleotídeos da Tabela 3 foram então utilizados para 
amplificação dos genes por PCR, realizado com tampão 1X Taq Buffer, 2,0 mM 
MgCl2, 0,32 mM dNTP (Thermo Scientific), 0,32 mM dos oligonucleotídeos 
iniciadores e terminadores, 1 unidade de Taq polimerase convencional (Thermo 
Scientific) e 100 ng de DNA genômico de K. brasiliensis. Foi utilizado a ciclagem de 
94oC por 30 s para desnaturação inicial, 35 ciclos de 94oC por 30 s, 50oC por 30 s 
com os primers da GH3_80 e 55oC por 30 s com os primers da GH3_98, e 72oC por 
3 min, com elongação final a 72oC por 10 min. Em seguida foi realizada a 
eletroforose do produto de PCR em gel de 1% agarose e a banda com o tamanho 
desejado foi extraída e purificada com o kit Illustra GFX and Gel Band Purification 
(GE Life Sciences), seguindo as recomendações do fabricante. 	
4.4.1.2 Construção do vetor de expressão (PET80 e PET98), clonagem e 
transformação nas cepas de E. coli 	
  Aproximadamente 2 µg dos produtos de PCR purificados de ambos os 
genes foram digeridos utilizando 2 unidades da enzima de restrição NheI (Thermo 
Scientific) e 1 unidade de HindIII (Thermo Scientific) em uma reação com o tampão 
1X Tango, por 20 horas (h) à 37oC. O mesmo procedimento foi realizado para a 
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clivagem do vetor pET28a (Novagen), que foi extraído de um inóculo de 5 mL de 
Escherichia coli DH5α transformada com este plasmídeo através do Qiaprep 
Miniprep kit (Qiagen). Os produtos de PCR foram ligados ao vetor em uma reação 
contendo uma proporção 3:1, utilizando 1 unidade da enzima T4 Ligase (Promega) 
adicionada ao tampão 1X T4 Ligase (Promega), a 4oC durante a noite, seguindo as 
recomendações do fabricante.  
  A ligação foi transformada em E. coli DH5α por eletroporação (BioRad 
Gene-Pulser-Xcell Eletroporation System) com o programa para E. coli (2,5 volts (v) 
em cubetas de 2 mm), e em seguida as células foram ressuspensas em meio LB 
líquido (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) e incubadas a 37oC e 250 
rpm por 1 h. As bactérias transformadas com os vetores de expressão foram 
selecionadas em meio LB sólido (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, 
1,5 % ágar) com 100 µg/mL de canamicina. Alguns transformantes foram 
selecionados e crescidos durante a noite em 5 mL de LB líquido acrescido de 
canamicina para extração dos plasmídeos através do kit PureYield plasmid miniprep 
system (Promega) conforme as instruções do fabricante. Estes foram sequenciados 
utilizando o kit BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Life Tecnologies), seguindo as 
instruções do fabricante, para conferir se a clonagem foi realizada com sucesso. O 
plasmídeo resultante contendo o gene da proteína gi|557997480, recebeu o nome 
de pET80, e o referente à proteína gi|557997898, pET98. 
  Após verificar as sequências das construções através do alinhamento 
com as sequências gênicas originárias do genoma depositado no GenBank do NCBI 
(AWXO00000000 e AWXO01000000), os plasmídeos foram transformados por 
eletroporação em diferentes cepas de E. coli amplamente utilizadas em produção de 
proteínas: BL21 (Novagen), pRARE2 (Novagen), Origami (Novagen), Rosetta-gami 2 
(Novagen), C41, ArcticExpress (Agilent) (Tabela 1). 	
4.4.1.3 Produção e purificação das possíveis β-xilosidases 	
  Para induzir a produção das proteínas recombinantes, foi feito um pré-
inóculo de cada cepa transformada individualmente com cada plasmídeo em 10 mL 
de meio LB líquido com 100 µg/mL canamicina a 37oC e 250 rpm durante a noite. 
Posteriormente 1 mL do pré-inóculo foi adicionado à 50 mL de LB a 37oC e 250 rpm, 
até atingirem uma absorbância de 0,5 a 600 nm. Após esta etapa, uma 
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concentração final de 0,1 mM β-D-1-galactopiranosídeo isopropílico (IPTG) (Sigma 
Aldrich) foi adicionado e a cultura foi incubada por uma variação de 2 a 20 h, em 
temperaturas de 12 a 37oC. As células foram coletadas por centrifugação (12000 
rpm, 20 min, 4oC) e congeladas a -20oC durante a noite. As amostras foram 
ressuspensas em 200 mM fosfato de sódio (pH 8,5) contendo 200 mM de NaCl, 
60mM de imidazol, 10% glicerol (v/v) e as células foram lisadas à 4oC com pulsos de 
amplitude 30% durante 10 s com 10 s de pausa, durante um período de 6 min, 
utilizando um sonicador (Vibracell Sonics) adaptado com microponteiras. Os 
sobrenadantes (conteúdo intracelular) foram coletados por centrifugação (12000 
rpm, 10 min, 4oC). O resultado da produção foi analisado em gel de acrilamida 12% 
SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) (item 4.4.1.4). Após estes testes, as 
condições em que foram expressas maiores quantidades de proteínas foram 
repetidas em maior escala (3 L). 
  Posteriormente às validações das induções e otimização dos 
protocolos de indução, os conteúdos foram submetidos à purificação por 
cromatografia de afinidade. Esta etapa foi realizada utilizando um sistema de 
purificação de proteínas ÄKTA (GE Life Sciences). Foi utilizada uma coluna de 
níquel HisTrap HP (GE Life Sciences), que foi primeiramente equilibrada com a 
passagem de 20 mL do tampão A (100 mM fosfato de sódio pH 8,5; 200 mM de 
NaCl; 20 mM de imidazol; 10% glicerol (v/v)), em seguida a coluna foi carregada 
com 50 mL de amostra filtrada (0,22 µm), originada do conteúdo intracelular das 
células induzidas, para ligação da cauda de histidina à coluna de níquel. Em seguida 
a coluna foi lavada novamente com 20 mL de tampão A para eliminar as proteínas 
que não se ligaram e então o gradiente de imidazole foi adicionado através do 
tampão B (100 mM fosfato de sódio pH 8,5; 200 mM de NaCl; 200mM de imidazole; 
10% glicerol (v/v)) para desligar a enzima da coluna de níquel. Foram coletadas 
frações de 1,5 mL em tubos de 2,0 mL e as mesmas foram analisadas através gel 
12% SDS-PAGE e atividade enzimática contra os substratos 5 mM pNP-β-Xyl e 5 
mM pNP-β-Glc (item 4.4.1.4). 
 
4.4.1.4 Análises de SDS-PAGE 12% e ensaios enzimáticos 	
  As análises em 12% SDS-PAGE foram realizadas utilizando o gel com 
duas fases: empilhamento e separação. As eletroforeses verticais foram realizadas 
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em cubas (Bio-Rad) com tampão de corrida (3% Tris(hidroximetil)aminometano 
(Merck Millipore), 18,6% glicina (Merck Millipore), 1% SDS (Merck Millipore), a 120 v 
por 120 min. Em seguida a coloração do gel foi realizada com 0,1% Coomassie 
Brilliant Blue R-250 (p/v) (Thermo Scientific) em metanol/ ácido acético/ água (v/v/v) 
(4:1:5) e o mesmo foi descorado com etanol/ ácido acético/ água (v/v/v) (4:1:5). 
  Os ensaios enzimáticos para detecção das atividades das GH3 foram 
realizados em um volume total de 100 µL, sendo 40 µL de tampão citrato de sódio 
pH 6,0 50 mM, 50 µL dos substratos 5mM pNP-β-Xyl (Sigma Aldrich) ou 5 mM pNP-
β-Glc (Sigma Aldrich) e 10 µL dos sobrenadantes das cepas de E. coli 
transformadas induzidas (Tabela 1) e também para os sobrenadantes da cepa de P. 
pastoris recombinante concentrado (Tabela 1) (item 4.4.2.3), incubados por 30 min, 
1 h ou até mesmo durante a noite a 40oC. Após a incubação, as reações foram 
interrompidas com adição de 100 µL de 1 M de carbonato de sódio. Uma alíquota de 
100 µL da reação interrompida foi lida em placa 96 poços, no espectrofotômetro 
TECAN (Infinite M200), à absorbância de 400 nm. Em seguida a absorbância foi 
plotada em uma curva realizada com variadas concentrações de p-nitrofenil (pNP) 
para obtenção indireta da atividade enzimática (U/mL). 	
4.4.2 Construção dos plasmídeos de expressão das possíveis β-xilosidases 
da família GH3 em P. pastoris 	
4.4.2.1 Desenhos dos oligonucleotídeos 	
  Para construção do vetor de expressão neste sistema foram 
desenhados oligonucleotídeos (Tabela 4) para amplificação do gene utilizando-se a 
CDS (Coding DNA Sequence) das respectivas proteínas depositada no NCBI.  
 
  Tabela 4: Relação de oligonucleotídeos e suas sequências utilizados para 
amplificação dos genes das enzimas GH3_80 e GH3_98 e ligação ao vetor pPICZα. Sublinhado se 
localizam as sequências dos sítios de clivagem das enzimas de restrição. 
 
 
 
  
 
Nome Sequência (5’ – 3’) 
PIC80_FW NNNGAATTCATGCACATCATGCACATCAAACGAGCGA 
PIC80_RV NNNNGTCGACCGACATGTCTCCCTGCA 
PIC98_FW NNNGAATTCGGCTTCGCTCGAGCACCT 
PIC98_RV NNNNNNNGCGGCCGCGGAGCTGATCGAGGC 
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Para o desenho dos oligonucleotídeos iniciadores dos 2 genes, foi: 
• desconsiderada a região do peptídeo sinal, predita pelo software online 
SignalP 4.1; 
• adicionada à sequência do sítio de restrição da enzima EcoRI e 3 
bases extras (N) na região N-terminal. 
 Para o desenho do oligonucleotídeo terminador, foi: 
• adicionado a sequência do sítio de restrição da enzima: 
o  SalI para o oligonucleotídeo da possível β-xilosidase 
(gi|557997480) com adição de 4 bases extras na região C-
terminal; 
o NotI para o oligonucleotídeo da possível β-xilosidase 
(gi|557997898) e 7 bases extras (N) na região C-terminal; 
• retirado o stop codon original. 
 
  Os sítios de restrição para as enzimas EcoRI, SalI e NotI também 
estão presentes no vetor de expressão metanotrófica pPICZα (Invitrogen). A cepa 
utilizada para expressão deste vetor foi KM71H (Tabela 2). Estes oligonucleotídeos 
foram então utilizados para amplificação dos genes por PCR, realizado da mesma 
maneira como apresentado no item 4.4.1.1. 	
4.4.2.2 Construção e linearização dos vetores de expressão (PIC80 E PIC98) 	
  Os produtos de PCR e os vetores (Tabela 2) foram digeridos da 
mesma maneira como proposto anteriormente, porém as enzimas utilizadas para 
clivagem foram EcoRI (Thermo Scientific) e SalI (Thermo Scientific) para o gene da 
GH3_80 e EcoRI e NotI para o gene da GH3_98. Os produtos de PCR foram ligados 
ao vetor na proporção 3:1, utilizando 1 unidade da enzima T4 Ligase (Promega) 
adicionada ao tampão 1X T4 Ligase (Promega), a 4oC durante a noite, seguindo as 
recomendações do fabricante. As ligações foram transformadas por eletroporação 
em células de E. coli DH5α. A construção do vetor pPICZα com gene da enzima 
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GH3_80 foi nomeado como PIC80, e a construção do mesmo vetor ligado à GH3_98 
foi nomeada de PIC98. 
  Cepas de E. coli com os vetores de expressão construídos foram 
cultivadas em 100 mL de LB durante a noite e centrifugadas a 4000 rpm por 10 min 
a 4oC, e o sobrenadante foi descartado. Os plasmídeos foram extraídos com o kit 
PureYield plasmid midiprep system (Promega), conforme instruções do fabricante. 
  Para linearização dos vetores, 10 µg de PIC80 e PIC98 foram digeridos 
com 20 U da enzima BstXI (Thermo Scientific), 1X tampão O, completado até um 
volume de 100 µL com água milliQ. A reação foi incubada durante a noite a 55oC, 
seguida de inativação a 85oC por 10 min. Os vetores linearizados foram então 
purificados pela adição de 50 µL de fenol pH 8,0 (1:1) e centrifugado em rotação 
máxima a 4oC por 5 min. Em seguida, os 50 µL do sobrenadante foram precipitados 
com a adição de 5 µL de 3M acetato de potássio e 125 µL de etanol 100% gelado e 
incubado por 2 h a -80oC. Após, as amostras foram centrifugadas em rotação 
máxima a 4oC por 10 min. Os pellets foram lavados com 1 mL de etanol 80%, 
novamente centrifugados e os sobrenadantes descartados. Após a secagem, os 
vetores linearizados foram ressuspensos em 12 µL de água autoclavada. Foi 
utilizado 1 µL para análise de eletroforese em gel de 1% agarose, 1 µL para 
determinar a concentração em nanodrop (Thermo Scientific) e 10 µL (5 a 10 µg de 
vetores linearizados) foram utilizados para a etapa de transformação de P. pastoris 
KM71H por eletroporação. 	
4.4.2.3 Transformação de P. pastoris KM71H 		 	 Para a etapa de transformação, é necessário preparar células 
competentes de P. pastoris KM71H no mesmo dia da eletroporação. Para isso, foi 
feito um pré-inóculo de uma colônia em 5 mL em YPD líquido, cultivado durante a 
noite. Em seguida, esta cultura foi inoculada em 500 mL de meio YPD em 
erlenmeyer de 2 L até atingir OD600 de 1,3 a 1,5. As células foram centrifugadas a 
1500 g por 5 min a 4oC e ressuspendidas em 500 mL de água gelada estéril. Este 
passo foi repetido, ressuspendendo as células  em 250 mL de água gelada estéril. 
Em seguida, foram feitas duas etapas de centrifugação e ressuspensão em 1 M 
sorbitol (Sigma) gelado. A primeira com 20 mL e a segunda com 1 mL e alíquotas de 
80 µL foram utilizadas para eletroporação. 
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  Cerca de 5 a 10 µg dos vetores linearizados foram adicionados à 80 µL 
de P. pastoris eletrocompetentes. As células e o DNA foram transferidos para 
cubetas de eletroporação (2 mm) e incubadas 5 min em gelo. Em seguida a cubeta 
foi transferida para um eletroporador (BioRad) com os protocolos pré-estabelecidos 
para opção de eletroporação de S. cerevisiae. Imediatamente após a eletroporação, 
as células foram ressuspendidas em 1 mL de 1 M sorbitol e transferidas para um 
tubo de 15 mL, seguida de incubação por 2 h a 30oC sem agitação. Volumes de 10, 
25, 50, 100 e 200 µL foram plaqueados em placas YPDS (1% extrato de levedura, 
2% peptona, 2% glicose; 1M sorbitol; 2% ágar) com 100 µg/mL de Zeocina 
(Invitrogen) e incubadas por 2 a 3 dias à 30oC. Foram isoladas 25 colônias que 
tiveram seus DNAs genômicos extraídos, com o mesmo protocolo utilizado 
anteriormente (item 4.4.1.1), e foi verificado o sucesso da transformação por análise 
de PCR, primeiramente utilizando os mesmos oligonucleotídeos da amplificação dos 
genes (Tabela 4). Como controle positivo da reação, foi utilizado o vetor PIC80. 
 
4.4.2.4 Seleção das cepas transformadas 	
  A validação das colônias transformadas também foi realizada a partir 
da análise da PCR utilizando os oligonucleotídeos propostos no manual do 
fabricante (Invitrogen): alpha-factor forward  5’ TACTATTGCCAGCATTGCTGC 3’ e 
3’AOX (reverse) 5’ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’. A reação de PCR foi 
realizada como no item 4.4.1.1, utilizando 100 ng de DNA genômico das cepas 
transformadas, com ciclagem de: 94oC por 30 s para desnaturação, 35 ciclos a 94oC 
por 30 s, 50oC por 30 s e 72oC por 3 min, com elongação final a 72oC por 10 min. Os 
produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose. 
  Após verificar o sucesso da transformação por PCR, 10 colônias foram 
selecionadas para verificar a secreção das enzimas heterólogas. Para isso, pré-
inóculos de 25 mL foram realizados com meio BMGY (4x10-5% biotina, 1,4% YNB, 
1% glicerol, 2% peptona, 1% extrato de levedura e 100 mM de tampão fosfato de 
potássio pH 6,0) e incubados durante a noite a 37oC e 200 rpm. Em seguida foram 
centrifugados a 1500 g, a 4oC por 5 min e o sobrenadante foi descartado. As células 
foram ressuspensas em 100 mL de meio BMMY (4x10-5% biotina, 1,4% YNB, 0,5% 
metanol, 2% peptona, 1% extrato de levedura e 100mM de tampão fosfato de 
potássio pH 6,0), e incubadas a 37oC, 200 rpm por 72 h. Coletas diárias foram 
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realizadas e verificadas por análises em gel SDS 12% e atividades enzimáticas com 
os substratos sintéticos (item 4.4.1.4), para verificar qual cepa apresentava a melhor 
secreção devido à aleatoriedade da recombinação dos vetores de expressão no 
genoma do organismo. 
 
4.4.2.5 Purificação 
   
  O pH do meio BMMY induzido por 72 h foi ajustado para 8,5 através da 
adição de fosfato de potássio dibásico. Em seguida, o meio foi concentrado na 
coluna Vivaspin 20 de 30 kDa para retirada de sais e concentrar o volume. Cerca de 
40 mL de amostra foram adicionados à coluna HisTrap HP (GE HealthCare) e a 
enzima foi purificada conforme realizado anteriormente (item 4.4.1.3). Em seguida, 
as amostras que continham o pico relativo à enzima que se desligou da coluna 
foram submetidas à purificação por exclusão de tamanho através de uma coluna 
Superdex 200 10/300 GL (GE HealthCare) e consequente troca de tampão pelo 
citrato de sódio 50 mM pH 6,0. 	
4.5 Produção heteróloga, cristalização e caracterização da xilanase 
 
  Como parte do objetivo secundário do nosso projeto, foi selecionado o 
gene da xilanase de K. brasiliensis (gi|55999661) para ser heterologamente 
expresso em E. coli. Em seguida, análises estruturais foram realizadas no 
Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS/CNPEM) e Laboratório Nacional de 
Biociências (LNBio/CNPEM). 
 
4.5.1 Construção dos plasmídeos de expressão de xilanase (GH11) em E. coli 	
  Para a clonagem do gene correspondente a esta enzima, foram 
desenhados oligonucleotídeos (Tabela 5) utilizando a CDS (Coding DNA Sequence) 
do gene depositado no NCBI. 
 
  Tabela 5: Relação de oligonucleotídeos e suas sequências utilizadas para 
amplificação do gene da enzima GH11 (PbXyn11) e ligação ao vetor pET28a. Sublinhado se 
localizam as sequências dos sítios de clivagem das enzimas de restrição. 
Nome Sequência (5’ –  3’) 
PETXyll_FW CATATGAGCCCTATCGCTGCTC 
PETXyll_RV AAGCTTTCAGCCGCTGATCGTG 
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  O oligonucleotídeo iniciador foi desenhado: 
  • desconsiderando a região relacionada ao peptídeo sinal, predita pelo 
software online SignalP 4.1; 
  • adicionando a sequência do sítio de restrição da enzima NdeI. 
  O oligonucleotídeo terminador foi desenhado: 
  • adicionando a sequência do sítio de restrição da enzima HindIII 
mantendo o stop codon original. 
 
  Este par de oligonucleotídeo foi então utilizado para amplificação do 
gene por PCR, realizado com tampão 1X Taq Buffer, 2,0 mM MgCl2, 0,32 mM dNTP, 
0,32 mM dos oligonucleotídeos iniciadores e terminadores e 1 unidade de Taq 
polimerase convencional (Thermo Scientific) e 100 ng de DNA genômico de K. 
brasiliensis GHG001. A ciclagem em termociclador consistiu de um passo inicial a 
94oC por 30 s para desnaturação, 35 ciclos de 94oC por 30 s, 50oC por 30 s e 72oC 
por 3 min, com elongação final a 72oC por 10 min. Em seguida foi realizada a 
eletroforese do produto de PCR em gel de 1% agarose e a banda com o amplificado 
do tamanho desejado foi extraída e purificada com o kit Illustra GFX and Gel Band 
Purification (GE Life Sciences), seguindo as recomendações do fabricante.	
  Aproximadamente 2 µg do produto de PCR purificado foram digeridos 
utilizando 2 unidades da enzima de restrição NdeI (Thermo Scientific) e 1 unidade de 
HindIII (Thermo Scientific), em tampão 1X Tango, por 20 h a 37oC. Em seguida a 
ligação foi realizada da mesma maneira como realizado para a construção dos 
vetores PET80 e PET98 (item 4.4.1.2). A ligação foi transformada em E. coli DH5α 
por eletroporação e as colônias transformadas foram selecionadas em meio LB 
sólido com 100 µg/mL de canamicina. Algumas colônias foram isoladas e inoculadas 
em LB líquido acrescido de 100 µg/mL canamicina para extração dos plasmídeos 
pelo kit PureYield plasmid miniprep system (Promega). 		
4.5.2 Produção de xilanase heteróloga em E. coli 	
  O vetor de expressão foi transformado por choque térmico em E. coli 
ArcticExpress (Agilent), devido ao sucesso obtido com a GH3 nesta cepa. Para 
expressão, uma colônia da cepa transformada foi cultivada em 30 mL de meio LB 
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líquido com canamicina a 37oC durante a noite. Logo após, 5 mL do pré-inóculo 
foram adicionados em 6 erlenmeyers de 2 L com um volume de 500 mL de LB cada 
e cultivados (37oC e 250 rpm) até atingirem uma absorbância de 0,8 a 600 nm 
(OD600). Após esta etapa, foi adicionado 0,1 mM IPTG (Sigma-Aldrich) e a cultura foi 
incubada por 20 h a 16oC e 180 rpm para induzir a produção de xilanase 
recombinante. Após este período, as células foram separadas por centrifugação 
(7500 rpm, 20 min, 4oC), o sobrenadante foi descartado e as células foram 
ressuspendidas em tampão A (100 mM fosfato de sódio pH 8,5; 200 mM de NaCl; 
20mM de imidazole; 10% glicerol (v/v)) e congeladas a -20oC.  
  Após 24 h, 1 mg/ml de lisozima e 1 mM Fluoreto de Fenilmetil Sulfonil 
(PMSF) foram adicionados às células e em seguida foram incubadas por 30 min sob 
agitação lenta (40 rpm). As células foram lisadas a 4oC com pulsos de amplitude 
30% durante 10 s com 10 s de pausa, por um período de 8 min, através do 
sonicador (Vibracell Sonics). Os sobrenadantes (conteúdo intracelular) foram 
separados dos lisados por centrifugação (16000 rpm, 10 min, 4oC). O resultado da 
expressão foi analisado em gel de acrilamida 12% SDS-PAGE (item 4.4.1.4). 	
4.5.3 Purificação da PbXyn11 	
  A purificação desta enzima por cromatografia de afinidade em coluna 
de níquel foi realizada conforme a metodologia proposta no item 4.4.1.3.	 Após 
verificar a presença da banda dominante presente na altura esperada, foi realizada 
uma nova purificação por exclusão de afinidade. Nesta etapa foi utilizada a coluna 
Superdex 75 HiLoad 16/60, carregada previamente com o tampão 50 mM acetato de 
sódio pH 4,0 (Borges et al. 2014). Após a injeção da amostra, as frações respectivas 
ao tamanho esperado da enzima (~24 kDa) foram coletadas em tubos de 2 mL. 
Todas estas etapas foram realizadas no equipamento ÄKTA Purifier (GE 
HealthCare). A presença de uma única banda na altura prevista, foi feita em gel SDS 
12%. 
  Posteriormente, as amostras foram concentradas em Vivaspin 2 10000 
MWCO (GE HealthCare) para obtenção de 0,6 mL de amostra com um mínimo de 
10 mg/mL de enzima. Estas amostras foram quantificadas com o Pierce BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Scientific) e pelo método de quantificação fluorimétrica através do 
Qubit (Thermo Scientific), conforme proposto pelo fabricante. 
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4.5.4 Cristalografia da xilanase 	
  A qualidade da amostra foi analisada através de uma corrida em gel 
SDS 12% com a intensão de verificar integridade e presença de degradação, e as 
condições de cristalização foram ajustadas com o auxílio do Dr. Mario Murakami e 
seu grupo de pesquisa, na facillity Robolab localizada no Laboratório Nacional de 
Biociências (LNBio). Para cristalização, cerca de 1 µg de proteína foi adicionada à 
cada 1 µL de solução cristalizadora de diferentes kits. Um total de 448 combinações 
diferentes de soluções de cristalização foram testadas durante a noite a 18oC. Nesta 
etapa foram utilizados os kits Crystal Screen HT 2 (Hampton Research), JCSG+ 
Suite (Qiagen), PACT Suite (Qiagen), Precipitant Synergy (Emerald Biosystems) e 
Wizard I & II (Emerald Biosystems). A qualidade da amostra foi analisada através de 
uma corrida em gel SDS 12% com a intensão de verificar integridade e presença de 
degradação, e as condições de cristalização foram ajustadas com o auxílio do Dr. 
Mario Murakami e seu grupo de pesquisa, na facillity Robolab localizada no 
Laboratório Nacional de Biociências (LNBio).  
  Após a geração dos cristais, eles foram submetidos à difração de raios-
x utilizando a linha MR-2 do Laboratório Nacional de Luz Síncrontron 
(LNLS/CNPEM). A estrutura da PbXyn11 foi resolvida com auxílio do Dr. Plínio 
Salmazo Vieira (LNBio/CNPEM). Os softwares utilizados para determinar as 
estruturas macromoleculares a partir dos dados de cristalografia foram os da 
plataforma CCP4, como o programa MolRep (Vagin & Isupov, 2001), e o cMapCut 
(Cowtan et al., 2011), utilizado para o preparo do modelo de busca por densidade 
elétrica para realização da substituição molecular. Estes dados foram integrados e 
refinados utilizando a plataforma Phenix (Python-based Hierarchical Environmental 
for Integrated Xtallography) (Afonine et al., 2013). Para realizar a substituição 
molecular, foram utilizadas as coordenadas da xilanase I de Aspergillus niger (PDB: 
1UKR) como modelo de busca (Krengel & Dijkstra, 1996). 	
4.5.5 Ensaios enzimáticos para xilanase 	
  Os ensaios enzimáticos para detecção da atividade de xilanase foram 
realizados em um volume final de 100 µL, com variadas concentrações da xilanase 
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heteróloga, 50 µL de 0,5% xilano de beechwood (Sigma) completando o volume com 
tampão 50 mM acetato de sódio pH 4,0. A reação foi incubada à temperatura de 
50oC por 10 min. Para análise da cinética enzimática realizada com auxílio do 
pesquisador Dr. Mario Murakami, foi utilizada uma reação de volume final de 110 µL 
com 0, 1, 2, 5, 10, 15, 20 e 40 mg/mL de xilano , 35 ng/mL de xilanase heteróloga 
em tampão McIlvaine pH 4,0, incubadas por 10 min a 55oC (pH e temperatura 
ótimos da enzima) (Borges et al., 2014). 
 
5 Resultados e discussão 	
5.1 Secretoma de Kalmanozyma brasiliensis 	
  Como já mencionado no item 4.2, os resultados referentes a esta parte 
do projeto foram publicados na FEMS Yeast Reseach (Anexo 1). Esta foi a primeira 
vez que uma análise do secretoma focado em CAZymes foi realizado para um 
basidiomiceto do gênero Kalmanozyma. Verificou-se uma semelhança nas curvas de 
crescimento dos cultivos em glicose, xilose e xilano, um crescimento mais lento em 
celobiose e não houve crescimento na ausência de fonte de carbono. Foi observado 
que, mesmo esta levedura não produzindo uma vasta gama de enzimas, ela possui 
um arsenal especializado para degradação de hemiceluloses, dado as atividades 
enzimáticas em xilano e β-manano. Além disso, algumas enzimas oxidativas foram 
encontradas no secretomas, como possíveis celobiose-desidrogenases (AA3) 
encontradas apenas no cultivo de celobiose e gluco-oligossacarídeos oxidases 
(AA7), presentes na maioria das culturas realizadas. Duas esterases de carboidratos 
da família 4 e uma da família 5 também foram identificadas. De maior interesse a 
este projeto (e para a produção de etanol 2G), foram identificadas algumas glicosil 
hidrolases, dentre elas a GH11, já caracterizada pelo nosso grupo (Borges et al., 
2014) e duas enzimas da família GH3 cuja indução ocorreu apenas nos cultivos com 
xilano, o substrato mais complexo testado. Além disso, foram detectadas atividades 
de β-glicosidases e β-xilosidases associadas à membrana ou parede celular da 
levedura exclusivamente quando as células foram cultivadas em xilano.	
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5.2 Seleção das possíveis β-xilosidases 	
  A família GH3 compreende uma vasta gama de enzimas como β-
glicosidases, β-xilosidases, α-L-arabinofuranosidases, entre outras. As β-xilosidases 
são responsáveis pela clivagem de xilo-oligossacarídeos, em especial xilobiose em 
monômeros de xilose. Assim, foi hipotetizado que duas enzimas da família GH3 
encontradas exclusivamente no secretoma do crescimento em xilano, e cujos genes 
foram expressos apenas nesta condição, poderiam estar relacionadas com a 
atividade de nosso interesse (Anexo 1). Com a finalidade de estudarmos a possível 
função destas enzimas, suas sequências de aminoácidos (Anexo 4) foram 
analisadas com duas abordagens in silico: (i) uma análise de alinhamento pelo 
BLASTp e (ii) uma análise de alinhamento estrutural pelo I-TASSER.  
  Pelo BLASTp verificou-se que todas as proteínas alinhadas contra a 
sequência da GH3_80 (Anexo 2) (ranqueadas do maior score para o menor), 
apresentaram coberturas acima de 90%, com e-values bem próximos a zero, 
coerentes com a validação dos alinhamentos (Anexo 5). Considerando apenas os 10 
alinhamentos com maior score, a que apresentou a maior identidade (78%) foi uma 
glicosil hidrolase de um basidiomiceto do mesmo gênero chamado P. hubeiensis 
SY62, e a segunda maior identidade (70%) foi uma proteína da família GH3 de 
Moesziomyces antarcticus. Apenas a terceira proteína refere-se a uma descrição de 
β-xilosidase pertencente ao fungo Rasamsonia emersonii CBS393.64, ainda não 
caracterizada, com uma identidade igual a 52% (Quadro 6).  
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  Quadro 6. Resultado dos 10 melhores alinhamentos da proteína GH3_80 contra o 
banco de dados de reference proteins do NCBI através da ferramenta BLASTp (Anexo 2). 
Ranking Descrição [espécie] Total score Cobertura E-value Identidade 
1 
hypothetical protein 
PSEUBRA_SCAF23g05173 
[Kalmanozyma brasiliensis GHG001] 
1601 100% 0.0 100% 
2 Glycoside hydrolase [Pseudozyma hubeiensis SY62] 1270 100% 0.0 78% 
3 Glycoside hydrolase family 3 [Moesziomyces antarcticus] 1137 100% 0.0 70% 
4 Xylan, 1,4-beta-xylosidase [Rosamsonia emersonii CBS939.64] 741 93% 0.0 52% 
5 Glycoside hydrolase Family 3 protein [Heterobasidion irregulare TC 32-1] 711 99% 0.0 47% 
6 Glycoside hydrolase [Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp] 699 93% 0.0 50% 
7 Glycoside hydrolase [Stereum hirsutum FP-91666 SS1] 697 96% 0.0 48% 
8 Glycoside hydrolase [Schizophyllum commune H4-8] 697 94% 0.0 50% 
9 Beta-xylosidase [Gloeophyllum trabeum ATCC 11539] 695 97% 0.0 49% 
10 Beta-xylosidase [Dichomitus squalens LYAD-421 SS1] 694 96% 0.0 48% 
 
  A sequência peptídica da GH3_98 também foi analisada contra o 
banco de dados reference proteins do NCBI e uma lista dos alinhamentos com as 
maiores identidades e scores foi gerada (Anexo 3). Foram encontradas duas glicosil 
hidrolases das mesmas espécies que a análise anterior (respectivamente, P. 
hubeiensis SY62 e M. antarcticus) porém com maiores valores de identidade, 
respectivamente 88% e 86%. O primeiro hit com uma descrição específica de 
enzima ocorreu apenas no 17o melhor score de alinhamento, com uma identidade de 
41% com uma beta-glicosidase do fungo filamentoso Aspergillus oryzae RIB40 
(Quadro 7). 
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  Quadro 7. Resultado dos 10 melhores alinhamentos da proteína GH3_98 contra o 
banco de dados de reference proteins do NCBI através da ferramenta BLASTp. (Anexo 3). 
Ranking Descrição [espécie] 
Total 
score Cobertura E-value Identidade 
1 
hypothetical protein 
PSEUBRA_SCAF23g05173 
[Kalmanozyma brasiliensis GHG001] 
1799 100% 0.0 100% 
2 Glycoside hydrolase [Pseudozyma hubeiensis SY62] 1595 100% 0.0 88% 
3 Glycoside hydrolase family 3 [Moesziomyces antarcticus] 1551 99% 0.0 86% 
4 Hypotetical protein UMAG_06075 [Ustilago maydis 521] 1528 99% 0.0 83% 
5 Hypotetical protein PFL1_02043 [Anthracocystis flocculosa PF-1] 1219 99% 0.0 66% 
6 Hypotetical protein AURDEDRAFT_112668 [Auricularia subglabra TFB-10046 SS5] 594 89% 0.0 43% 
7 Hypotetical protein AURDEDRAFT_62469 [Auricularia subglabra TFB-10046 SS5] 579 90% 0.0 42% 
8 Glycoside hydrolase [Stereum hirsutum FP-91666 SS1] 571 88% 0.0 42% 
9 Hypotetical protein [Anthracocystis flocculosa PF-1] 568 87% 0.0 43% 
17* β-glucosidase G [Aspergillus oryzae RIB40] 542 89% 7e-178 41% 
*17o resultado mostrado pois foi o primeiro que apresentou semelhança com uma enzima mais específica (“β-glucosidase G”) 
 
 
  Apesar da análise da GH3_80 mostrar similaridade com nossa enzima 
de interesse (β-xilosidase), este dado ainda é pouco conclusivo pois trata-se de um 
de alinhamento que leva em consideração apenas a semelhança entre as 
sequências de aminoácidos. Em relação à enzima GH3_98, os resultados mais 
relevantes não apresentaram similaridade com sequências de β-xilosidase. As 
sequências das enzimas são preditas de acordo com a anotação do genoma dos 
organismos, que levam em consideração os domínios encontrados nas sequências 
de DNA e aminoácidos, e não consideram alguns fatores para a predição de suas 
funções como, por exemplo, a estrutura secundária das proteínas. Portanto, este 
tipo de ferramenta não pode ser utilizada como única abordagem para predizer 
funções.  
  Posteriormente, como as sequências de ambas GH3 apresentaram 
baixa identidade com as enzimas relacionadas nos quadros 6 e 7, ambas foram 
analisadas pelo I-TASSER, uma ferramenta utilizada para predição de estruturas e 
funções de proteínas com baixa identidade através de uma abordagem hierárquica 
(Roy et al., 2010). Foi obtida uma lista de dez proteínas estruturalmente mais 
próximas à GH3_80, sendo a primeira uma β-glicosidase isolada de análises 
metagenômicas de compostagens, e a segunda uma β-glicosidase de 
Kluyveromyces marxianus (Quadro 8). Estas proteínas obtiveram um TM-score de 
0,87 e 0,771, respectivamente, onde um TM-score = 1 se refere a um alinhamento 
		
68	
100% sobreposto entre as estruturas. Apesar destes dados de alinhamento 
estrutural serem relativamente altos, a identidade é muito baixa, um pouco acima de 
20%. 
 
  Quadro 8. Resultado das 10 proteínas com estruturas resolvidas mais próximas à 
GH3_80, segundo as análises realizadas pelo programa I-TASSER. 
GH3_80 
Proteína TM-score Identidade Cobertura Referência 
β-glicosidase 
(metagenômica) 0,87 0,229 0,889 Dados não publicados 
β-glicosidase 
(Kluyveromyces marxianus) 0,771 0,231 0,823 Yoshida et al., 2010 
β-glicosidase 
(Streptomyces venezuelae) 0,766 0,263 0,808 Zmudka et al., 2013 
β-glicosidase 
(Thermotoga neapolitana) 0,763 0,213 0,822 Pozzo et al., 2010 
β-glicosidase 
(Hypocrea jecorina) 0,763 0,224 0,831 Karkehabadi et al., 2014 
β-glicosidase 
(Aspergillus aculeatus) 0,758 0,205 0,832 Suzuki et al., 2013 
β-glicosidase 
(Rasamsonia emersonii) 0,758 0,215 0,836 Gudmundsson et al., 2016 
glucanohydrolase 
(Hordeum vulgare) 0,662 0,221 0,699 Hrmova et al., 2001 
β-glicosidase 
(Pseudoalteromonas sp. BB1) 0,660 0,176 0,707 Nakatani et al. 2012 
Exo-1,3/1,4-β-glucanase 
(Pseudoalteromonas sp. BB1) 0,659 0,219 0,706 Nakatani et al. 2012 
 
 
  A proteína GH3_98 também foi analisada e das dez proteínas 
estruturalmente mais próximas, a primeira apresentou um TM-score de 0,853 com 
uma β-glicosidase de R. emersonii (Quadro 9) e a segunda mais próxima com TM-
score de 0,847 foi referente a uma β-glicosidase de Aspergillus aculeatus. Os dados 
de TM-score e cobertura apresentados são relativamente altos, entre 0,853 e 0,671 
para as proteínas alinhadas caracterizadas como β-glicosidases, enquanto os dados 
de identidade são um pouco acima de 40% para os alinhamentos de β-glicosidases 
mais próximas (Rasamsonia emersonii e Aspergillus aculeatus) e 25% para a β-
glicosidase de menor TM-score (metagenômica), valores superiores aos 
encontrados para GH3_80. 
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  Quadro 9. Resultado das 10 proteínas com estruturas resolvidas mais próximas à 
GH3_98 segundo as análises realizadas pelo programa I-TASSER. 
GH3_98 
Proteína TM-score Identidade Cobertura Referência 
β-glicosidase 
(Rasamsonia emersonii) 0,853 0,427 0,859 
Gudmundsson et al., 
2016 
β-glicosidase 
(Aspergillus aculeatus) 0,847 0,421 0,858 Suzuki et al., 2013 
β-glicosidase 
(Hypocrea jecorina) 0,782 0,400 0,804 Karkehabadi et al., 2014 
β-glicosidase 
(Thermotoga neapolitana) 0,720 0,330 0,755 Dados não publicado 
β-glicosidase 
(Streptomyces venezuelae) 0,719 0,311 0,753 Zmudka et al., 2013 
β-glicosidase 
(Kluyveromyces marxianus) 0,717 0,289 0,748 Yoshida et al., 2010 
β-glicosidase 
(metagenômica) 0,671 0,256 0,727 
McAndrew et al., 2013 
(a ser publicada) 
Exo-1,3-/1,4-β-glucanase 
(Pseudoalteromonas sp. BB1) 0,558 0,165 0,613 Nakatani et al. 2012 
Exo-1,3-/1,4-β-glucanase 
(Pseudoalteromonas sp. BB1) 0,556 0,210 0,606 Nakatani et al. 2012 
Glucohidrolase 
(Hordeum vulgare) 0,553 0,217 0,599 Hrmova et al., 2001 
 
  Em relação à proteína GH3_98, considerando os resultados obtidos no 
alinhamento feito pelo BLASTp e no I-TASSER, foi verificado uma maior identidade 
desta proteína com β-glicosidases; porém, mesmo que os valores sejam maiores 
que as análises feitas com a GH3_80, eles ainda são muito baixos, e não são 
suficientes para predizer a função da proteína de interesse.	 
  Com relação às análises in silico realizadas com a sequência da 
GH3_80, é possível observar que os dados de alinhamento do BLASTp 
apresentaram uma maior identidade com glicosil hidrolases, sendo a terceira maior 
identidade com uma possível β-xilosidase, enquanto os referentes à mesma proteína 
no I-TASSER, apresentou um maior score de alinhamentos estruturais a uma β-
glicosidase. Ambos os valores de identidade são relativamente baixos. Porém o 
banco de proteínas referência do NCBI abrange um maior número de sequências 
que o banco de proteínas com estruturas resolvidas analisadas pelo I-TASSER; 
além disso, segundo os dados do BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/ , 
principal coleção de dados funcionais enzimáticos), o PDB possui 125 estruturas de 
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β-glicosidases (EC: 3.2.1.21) depositadas, enquanto apenas 18 de β-xilosidades 
(EC: 3.2.1.37) (Anexo 6).  
 Assim, para determinar as funções destas proteínas, torna-se 
necessário realizar suas expressões heterólogas, purificações e caracterizações 
bioquímicas. Neste sentido, a estratégia inicial adotada para conseguir este objetivo 
foi a expressão e produção heteróloga das mesmas em E. coli, por esta bactéria 
possuir uma ampla gama de vetores comerciais e ser um sistema barato, com 
mecanismos de indução bem estabelecidos. 		 	
5.3 Produção heteróloga das possíveis β-xilosidases em diferentes cepas de 
E. coli 	
5.3.1 Construção do vetor de expressão e análise das sequências 	
  Os vetores de expressão foram construídos ligando os genes em 
pET28a, dando origem ao vetor de expressão PET80, para produzir a enzima 
heteróloga GH3_80, e o PET98, referente a enzima GH3_98. A integridade das 
sequências dos genes, assim como se o inserto estava em frame com o promotor, 
foram analisados a partir do sequenciamento destes dois vetores. Em seguida foram 
alinhadas com a sequência original e comparadas em relação a protéica para 
visualização de possíveis mutações (Anexo 5 e 7).	Na sequência do vetor PET80, as 
mutações N549K e A297V tratam-se, respectivamente, de um aminoácido polar 
neutro (asparagina) substituído por um aminoácido polar básico (lisina) e um 
aminoácido apolar (alanina) substituído por outro apolar (valina) (Anexo 5). Na 
sequência do vetor PET98, as mutações observadas foram D255N, N587D e 
N286S, que tratam-se respectivamente, de mutações de um aminoácido polar ácido 
(ácido aspártico) por um polar neutro (asparagina), e vice-versa (N587D), e uma 
mutação de um polar neutro (asparagina) por outro polar neutro (serina) (Anexo 7). 
Apesar de não termos certezas se estas mutações poderiam influenciar os 
resultados, foi decidido dar continuidade às etapas posteriores do projeto. 		
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5.3.2 Obtenção de cepas de E. coli recombinantes 	
  Os vetores de expressão construídos foram transformados em 
diferentes cepas de E. coli e tiveram suas expressões induzidas. As proteínas 
expressas em PET80 (Figuras 8 e 9) e PET98 (Figura 9) foram produzidas com o 
tamanho esperado (aproximadamente 86 e 94 kDa, respectivamente) em todas as 
cepas. Entretanto, as proteínas se encontraram insolúveis, alojadas em corpos de 
inclusão junto aos lisados celulares (Figuras 8 e 9). Foram feitos testes de 
expressão e produção em diferentes cepas como BL21 (Figura 8), Rosetta-gami 2 
(Figura 9) e pRARE (Figura 9) sendo que esta última é capaz de criar pontes 
dissulfeto, além de manter a expressão de tRNAs para códons raros, normalmente 
presentes em eucariotos. Mesmo utilizando-se de cepas com diferentes 
propriedades que auxiliam na obtenção de proteínas recombinantes, a fração de 
proteína solúvel foi muito baixa.  
  Como esta insolubilidade das enzimas poderia estar relacionada à 
produção heteróloga em célula bacteriana que não realizam algumas modificações 
pós-tradicionais, também foram testadas as cepas Origami (Figura 9), que possui 
capacidade de criar pontes dissulfeto nas proteínas, além da C41 e ArcticExpress 
(Figura 9), capazes de expressar altas concentrações de proteínas sem sofrer 
estresse e em baixas temperaturas, respectivamente. Entretanto, as proteínas 
expressas permaneceram em corpos de inclusão, como nos demais resultados 
obtidos em E. coli. 
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  Figura 8: Produção heteróloga das enzimas GH3_80 e GH3_98 em cepas de E. coli 
(BL21) através do vetor PET80 e PET98. Observa-se o marcador de peso molecular (A) (PageRuler 
Unstained Protein Ladder, Thermo Scientifc) marcando as localizações esperadas das enzimas entre 
85 e 100 kDa, as proteínas intracelulares do controle não induzido (B), o conteúdo intracelular das 
cepas de BL21 com PET80 (C) e PET98 (D) induzidas, o conteúdo do pellet do controle não induzido 
(E) e as proteínas heterólogas produzidas na fração insolúvel (pellet) das cepas BL21 (F e G). Neste 
caso, o pellet se refere à membrana, parede celular e outras proteínas e compostos precipitados após 
a lise por sonicação. 
 
 
  Figura 9: Produção heteróloga das enzimas GH3_80 e GH3_98 em cepas de E. coli 
(BL21) através do vetor PET80 e PET98. Observa-se o marcador de peso molecular (A) (PageRuler 
Unstained Protein Ladder, Thermo Scientifc) marcando as localizações esperadas das enzimas entre 
85 e 100 kDa, as proteínas intracelulares do controle não induzido (B), as enzimas GH3_80 e 
GH3_98 nas frações insolúveis (pellet) em cepas de E. coli ArcticExpress PET80 e PET98 (C e D), 
BL21 PET98 (E), C41 PET98 (F), Origami PET98 (G), Rosetta-gami 2 PET98 (H). Não havia bandas 
visíveis na fração solúvel (dados não mostrados). 	
5.3.3 Produção e purificação das enzimas recombinantes 	
  Após variações serem realizadas no protocolo de indução, 
principalmente em relação à temperatura, agitação e tempo de indução, verificou-se 
                   A           B          C           D           E            F            G 
                A         B         C         D          E          F         G         H 
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que a cepa ArcticExpress com o PET80 e PET98, quando cultivada a 16oC, a uma 
rotação de 180 rpm, durante a noite, produzia maiores quantidades de proteínas 
insolúveis (Figura 9) e, supondo que uma pequena fração destas proteínas poderiam 
estar solúveis, foi realizado um ensaio em maior escala, em um total de 3 L de meio 
LB, seguido de purificação do lisado em uma coluna de níquel HiTrap HP (GE 
HealthCare). Como resultado, uma pequena fração da proteína GH3_80 foi 
recuperada (Figura 10), mas esta não apresentou atividade enzimática para os 
substratos pNP-β-Xyl e pNP-β-Glc, possivelmente devido a sua incompatibilidade 
estrutural com a original. Os mesmos resultados foram obtidos para a enzima 
GH3_98 (dados não mostrados). 
 
 
  Figura 10: Proteína GH3_80 purificada a partir da indução realizada em E. coli 
ArcticExpress. 
   
 
  As proteínas estruturalmente mais semelhantes às analisadas neste 
trabalho em sua maioria foram produzidas heterologamente em espécies 
filogeneticamente mais próximas às das enzimas de origem. Por exemplo, no caso 
da GH3 de R. emersonii, um fungo filamentoso, a produção heteróloga foi realizada 
em H. jecorina (Gudmundsson et al., 2016), um fungo filamentoso modelo e 
excelente secretor de enzimas. Suzuki et al. (2013) induziu a expressão e produziu 
em um fungo da mesma espécie (A. aculeatus), Karkehabadi et al. (2014) produziu a 
GH3 de H. jecorina na mesma espécie e também na cepa de Pichia pastoris X-33. 
  Devido a incapacidade destas cepas de E. coli realizarem algumas 
modificações pós-traducionais como fosforilações (Cohen, 2000), glicosilações 
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(Spiro, 2002;	 Beck-Sickinger & Möri, 2006), entre outras, que podem alterar a 
conformação da proteína, diminuindo ou eliminando as suas atividades, foi utilizado 
outro sistema de produção heteróloga filogeneticamente mais próximo ao de nossa 
origem, P. pastoris. 
 	
5.4 Produção heteróloga das possíveis β-xilosidases em diferentes cepas de 
P. pastoris 	
  P. pastoris, uma levedura metilotrófica, é um bom sistema de produção 
heteróloga de proteínas eucarióticas, devido a sua capacidade de cultivo em alta 
densidade celular, além de possuir promotores fortes e bem regulados, e de poder 
produzir grandes quantidades de proteína recombinante por litro de cultura, tanto 
intra quanto extracelularmente (Ahmad et al., 2014).  	
5.4.1 Seleção das cepas transformadas 	
  Após a ligação dos produtos de PCR nos vetores de expressão em P. 
pastoris, construiu-se os vetores PIC80 e PIC98. Devido aos dados de alinhamento 
do BLASTp verificar semelhanças maiores da GH3_80 às β-xilosidases, para dar 
início às transformações, apenas o vetor PIC80 foi utilizado. Este vetor foi então 
linearizado, a cepa KM71H foi transformada por eletroporação e plaqueada em meio 
seletivo. Algumas colônias resistentes a zeocina foram isoladas e após extração de 
DNA e PCR, verificou-se quais cepas apresentaram banda na altura correspondente 
a do gene (~2,3 kbp) (Figura 11A). Curiosamente, todas as amostras, exceto o 
controle negativo, apresentaram uma banda inespecífica na altura de 
aproximadamente 500 bp, provavelmente devido a uma amplificação inespecífica no 
próprio vetor, visto que elas ocorrem no controle positivo da reação de PCR também 
(vetor PIC80). As cepas que nas análises de PCR apresentaram bandas relativas ao 
tamanho do gene (2, 4, 5, 7, 15, 16, 17, 19, 20, 24) foram selecionadas para 
verificação por PCR com oligonucleotídeos que anelam nas regiões marginais a do 
inserto, chamadas alpha-factor e 3’AOX (~3,1 kbp). Estes PCRs também 
apresentaram uma banda inespecífica de aproximadamente 1,25 kbp, que também 
ocorreu no controle da reação de PCR (Figura 11B). 
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  Figura 11: Eletroforese  dos PCRs realizados com os DNA genômicos das cepas 
transformadas (1-25). Circuladas de vermelho estão as cepas que obtiveram banda na altura 
esperada, respectiva ao tamanho do gene (A). Estas cepas (2, 4, 5, 7, 15, 16, 17, 19, 20, 24)foram 
selecionadas para realização das PCRs com os oligonucleotídeos alpha-factor e 3’AOX,  ao lado de 
nova amplificação com os oligonucleotídeos do gene (B). As alturas das bandas amplificadas foram 
coerentes aos controles das reações de PCR, em que foi utilizado o vetor PIC80 fechado, para 
amplificação com oligonucleotídeos do gene (PIC80-FW e PIC80-RV) (A e B) e também do vetor 
(alpha-factor e 3’AOX) (B). 
 
  Em seguida, as colônias confirmadas por PCR sofreram uma seleção 
para que a cepa que apresentasse maior atividade e maior crescimento fosse 
selecionada para a etapa posterior de escalonamento da produção de enzimas. 
Todas as colônias apresentaram valores muito próximos de crescimento entre si, 
atingindo valores próximos a OD600 = 20. Como o crescimento de todas foi similar, as 
5 primeiras cepas foram submetidas a um cultivo de 100 mL com a finalidade de 
checar os perfis de atividade enzimática atuando sobre o substrato pNP-β-Xyl 
(Figura 12). Verificou-se que a PIC80-2 obteve uma maior atividade com as 
amostras coletadas após 72 h de indução. 
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  Figura 12: Perfil de atividades enzimáticas das cepas 2, 4, 5, 7 e 15, assim como a 
cepa KM71H como controle negativo. As cepas, em geral apresentaram maior atividade em 96 h, 
sendo a cepa 2 a única que apresenta o pico de atividade em 72 h. 
 
  Em um novo cultivo de PIC80-2, foram feitas coletas diárias para 
verificar a presença da banda na altura esperada (~86 kDa) (Figura 13). O pH do 
meio foi ajustado para 8,5 e em seguida, devida a falta de um sistema de diálise 
eficiente, a amostra foi concentrada em Vivaspin 20 de 30 kDa, o que também 
auxiliou na retirada do excesso de sal da amostra. Em seguida, a amostra foi 
purificada por uma coluna de níquel (HisTrap HP, GE LifeScience) (Figura 14). 
 	 	 Figura 13: Induções da cepa 2 de P. pastoris KM71H recombinada com o vetor 
PIC80 (indução realizada em duplicata). Verifica-se banda próxima a 86 kDa fracas nas amostras de 
48 h e mais intensas em 72 h de indução (cada coluna representa amostras de uma réplica).Também 
estão presentes algumas proteínas no flowthrough resultante da purificação da coluna de níquel e 
uma banda mais intensa na altura esperada da proteína purificada (~86 kDa), com algumas proteínas 
contaminantes menores. 
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  Figura 14: Corrida de purificação por coluna de níquel da GH3_80 heteróloga 
produzida em P. pastoris. As proteínas que não se ligaram à coluna foram detectadas pela UV do 
sistema até os primeiros 50 mL (A). Em torno de aproximadamente 38% do fluxo de tampão B a 
proteína heteróloga se desligou da coluna (B). Em azul estão representados os picos de proteínas 
detectadas na luz UV do sistema e em verde está representado o gradiente de imidazole utilizado 
para desligar as proteínas que interagiram com a coluna. 
 
  Após o desligamento da proteína da coluna de níquel, as amostras 
relativas à eluição da enzima foram concentradas e em seguida purificadas por gel 
filtração para o isolamento do pico relativo à 86 kDa (Figura 13), além de realizar da 
troca do tampão de eluição (B) pelo citrato de sódio 50mM pH 6,0. Assim, foi testada 
a atividade da enzima contra os substratos pNP-β-Glc e pNP- β-Xyl, que apresentou 
atividades de 0,0047 U/mL em pNP-β-Glc e 0,0015 U/mL em pNP-β-Xyl. Estas 
atividades baixas podem estar relacionadas à baixa concentração das proteínas na 
amostra, que foi indetectável pelo método Bradford devido à perda de proteínas 
durante os processos de purificação, como por exemplo as proteínas encontradas 
no flowthrough, que também apresentou atividade para ambos substratos. 
Entretanto, como pode ser visto na Figura 13, havia a presença de bandas menores 
somadas a uma banda maior na altura prevista à proteína heteróloga (~86 kDa). 
Assim, esta proteína deve ser novamente purificada para garantir que a atividade 
medida é proveniente da GH3_80. 
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  Um estudo publicado recentemente por Mhetras et al. (2016) 
caracterizou uma β-xilosidase secretada por P. hubeiensis. Esta apresentou uma 
atividade específica de 143,17 U/mg. Após a realização de um Blastp desta proteína 
(gi|808364558) contra o genoma de K. brasiliensis, constatou-se um alinhamento de 
88% de identidade e 100% de cobertura com uma proteína de 873 aminoácidos 
referente a GH3_98. Como nesta etapa do projeto foi obtido sucesso na produção 
heteróloga de uma enzima GH3 a partir de Pichia pastos KM71H, novas produções 
heterólogas devem ser realizadas seguindo esta metodologia com a finalidade de 
produzir a enzima GH3_98 e caracterizá-la, porém resultados referente à esta 
enzima não foram obtidos até a escrita da presente dissertação. 	
5.5 Produção em E. coli e caracterização estrutural da PbXyn11 heteróloga 	
  Como parte dos objetivos secundários do projeto, a produção da 
xilanase de K. brasiliensis (PbXyn11), sua caracterização estrutural foi realizada 
utilizando o vetor pET28a e a cepa de E. coli ArcticExpress, que apresentou 
melhores resultados para a GH3.	
  Após a indução da produção heteróloga, as células foram lisadas e o 
sobrenadante foi purificado em coluna de níquel. A xilanase, contendo uma 
6xHisTag na região N-terminal, foi eluída apenas após a injeção de um gradiente de 
aproximadamente 60% de tampão B (~120 mM de imidazol) (Figura 15). As 
proteínas que não se ligaram à coluna (A) foram detectadas na UV antes do início 
do gradiente de imidazol, e as proteínas inespecíficas foram eluídas com 50% do 
tampão B. 
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  Figura 15: Curva de eluição da xilanase heteróloga (PbXyn11) da coluna de níquel 
HisTrap HP (GE HealthCare). A linha em verde é referente ao gradiente de tampão B, a linha em azul 
é respectiva a detecção das proteínas pelas ondas UV, em que os picos são das proteínas que não 
se ligaram à coluna de níquel (A), das proteínas inespecíficas da cepa de E. coli ArcticExpress que 
acabam se ligando à coluna de níquel (B) e dos picos eluídos das frações de PbXyn11 heteróloga 
(C).  
 
  No gel SDS 12% da PbXyn11 purificada por coluna de níquel foi 
observada a presença de outras bandas, em menor intensidade, relativas a outras 
proteínas que também acabaram se ligando à coluna (Figura 16A). Assim, após a 
concentração das amostras através de Vivaspin (GE HealthCare), foi feita a 
purificação por exclusão de tamanho para selecionar as proteínas relativas à 
formação da banda de 24 kDa, correspondente à xilanase de estudo. Após a coleta, 
a amostra foi analisada novamente em gel SDS 12%, e foi verificado que estava 
pura (Figura 16B). Foram obtidos 600 µL de amostra, a uma concentração de 13 
mg/mL. Após a confirmação da atividade enzimática (1992,12 U/mg) sobre xilano, a 
mesma foi enviada  ao ROBOLAB, no Laboratório Nacional de Biociências do Centro 
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (Campinas/SP), para sua cristalização 
e descrição da estrutura. 
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  Figura 16: Gel SDS-PAGE 12% de PbXyn11. Na amostra eluída da coluna de níquel 
é possível notar a presença de uma banda menor contaminante indicada pela seta vermelha (A). Em 
seguida, após a purificação por gel filtração da PbXyn11, evidencia-se um alto nível de pureza desta 
enzima (B). 
 
  Foram obtidos cristais da proteína de interesse em diversas condições, 
e os mesmos foram enviados para a difração de raios-x (LNLS/CNPEM). Após 
coleta de dado, a sua estrutura foi resolvida por substituição molecular utilizando as 
coordenadas da xilanase I de A. niger (PDB: 1UKR) como modelo de busca (Krengel 
& Dijkstra, 1996), pois foi a que apresentou maior identidade quando comparada 
com as estruturas disponíveis. A estrutura da PbXyn11 (Figura 17) obteve uma 
resolução de aproximadamente 1,6 Å. Como a estrutura ainda está em fase de 
refinamento, outros dados estão sendo analisados. 
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  Figura 17: Modelo estrutural da PbXyn11. Esta é a imagem resultante da coleta e 
análise da nuvem eletrônica gerada pelos dados de raio-x (imagem gerada pelo Dr. Plínio Salmazo 
Vieira, LNBio). 	
5.5.1 Descrição das estruturas 	
  Assim como a xilanase I de A. niger, a PbXyn11 apresenta uma 
estrutura característica de GH11, com a forma semelhante a de uma mão direita 
(Törrönen et al., 1994), onde os dedos são a parte superior, a palma a parte lateral e 
o polegar (Figura 18). A estrutura contém uma α-hélice e 13 fitas-β, que estão 
dispostas em duas folhas-β antiparalelas. A folha-β maior, com oito fitas, altamente 
retorcida em torno de uma longa e profunda fenda, representa a fenda de ligação ao 
substrato. Essa fenda está alinhada com vários aminoácidos de tirosina e outros 
aminoácidos aromáticos que são posicionados para estabilizar, pelo menos quatro 
resíduos de xilose por interações CH- (Tsuzuki et al., 2006) e por ligações de 
hidrogênio. Apenas uma α-hélice está localizada ao lado de trás desta folha e a 
estrutura da proteína é estabilizada principalmente devido às interações hidrofóbicas 
presentes entre as folhas-β, e pelas várias ligações de hidrogênio e interações 
eletrostáticas (Krengel & Dijkstra, 1996).  
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  Figura 18: Modelo estrutural da PbXyn11. As setas indicam os “dedos” da estrutura 
típica deste tipo de xilanase, na transição amarelo e verde representa a região onde se localiza o laço 
dos 9 aminoácidos que conectam os “dedos” ao “polegar”, representado pelo círculo septato. 
 
  A enzima possui muitas regiões desestruturadas, algumas são maiores 
e um pouco esticadas, mas de maneira geral são curtas, sendo responsáveis 
apenas por conectar as fitas-β (Figura 19A). Sua estrutura possui um laço de 9 
aminoácidos que conecta os “dedos” da xilanase à base representada pelo “polegar” 
(Figura 18), responsável por abrigar um aminoácido catalítico da fenda. Os dois 
aminoácidos de glutamato conservados (Glu91 e Glu187) (Figura 19B) que estão 
envolvidos na catálise se apresentam na fenda em lados opostos. Os grupos 
carboxílicos destes aminoácidos estão à uma distância de 6.0 Å, um valor típico do 
mecanismo de retenção de parte das glicosil hidrolases. Neste mecanismo, que 
ocorre também na xilanase I de A. niger, a hidrólise do substrato se dá através de 
um deslocamento duplo em que o catalisador nucleofílico (Glu91) forma uma ligação 
covalente intermediária, que é subsequentemente hidrolisada pelo catalisador ácido 
básico Glu187 (Krengel & Dijkstra, 1996). 
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  Figura 19: Estrutura da PbXyn11. Destaca-se em laranja as regiões de fitas-β, em 
azul as α-hélices e em branco as regiões desestruturadas (A). Já em vermelho, destacam-se as 
estruturas dos ácidos glutâmicos (Glu91 e Glu187) que formam o sítio catalítico da enzima (B). 
 
  A análise da cinética enzimática realizada em colaboração com o 
pesquisador Dr. Mario Murakami e do Pós-doutorando Dr. Flávio Henrique Moreira 
de Souza (LNBio), mostra que devido a solubilidade máxima do substrato (50 
mg.mL-1 em água) ter sido atingida (na Figura 20, até 40 mg.mL-1), não foi possível 
obter dados da saturação real. Com a extrapolação dos dados gerados, levando em 
consideração a realização de uma curva hiperbólica, os parâmetros cinéticos 
observados são Vmáx = 11570 U.mg-1 e Km = 16,8 mg.mL-1. Sem a extrapolação 
dos dados, a Vmáx observada foi de 7950 U.mg-1 e Kcat máxima de 3180 ± 316 s-1. 
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  Figura 20: Cinética enzimática da PbXyn11. Curva referente aos dados de cinética 
enzimática obtidos por diferentes concentrações do substrato (xilano de beechwood) em relação às 
velocidades de clivagem observadas. 
 
  Levando em consideração os dados extrapolados, a xilanase deste 
estudo está entre as 3 xilanases (EC: 3.2.1.8) com maior atividade específica já 
registradas no BRENDA Enzyme Information System (Chang et al., 2015) (Figura 
21). A de maior atividade é a GH11 de A. niger modificada e produzida em P. 
pastoris (Guo et al. 2013) com 22.250 U/mg, já a segunda é uma xilanase GH10 do 
um fungo filamentoso Bispora sp MEY-1, também produzido em P. pastoris, com 
uma atividade específica de 18.830 U/mg (Luo et al., 2009).  
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  Figura 21: Levantamento das atividades específicas das xilanases caracterizadas 
depositadas no banco de dados do BRENDA. Foi levado em consideração as faixas das atividades 
específicas e a quantidade de enzimas caracterizadas que as desempenham. 
 
  A PbXyn11 é a xilanase com maior atividade específica natural de um 
fungo leveduriforme. Industrialmente este fator é positivo, pois o manuseio das 
leveduras é mais prático em relação aos fungos filamentosos, devido aos avanços já 
realizados com outras espécies, como por exemplo S. cerevisiae. A separação das 
células da levedura e do meio de cultivo pode ser realizada por uma simples 
centrifugação, e o inóculo celular pode ser reciclado e reutilizado em outras 
bateladas. A K. brasiliensis pode não ser excelente secretora de enzimas, como o T. 
reesei ou Aspergillus nidulans, mas ela é capaz de produzir níveis consideráveis de 
xilanase quando cultivada em xilose e xilano. Além disso, outro fator importante é 
que se trata de um microrganismo considerado seguro (GRAS - Generally 
Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, 
um órgão de referência mundial em regulação de alimentos e medicamentos. Isso 
significa que esta levedura é capaz de produzir enzimas que poderão ser aplicadas 
em processos de diferentes setores industriais, desde bioenergia até mesmo 
alimentício.  
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6 Conclusão 
 
  O primeiro objetivo deste trabalho foi a análise do secretoma de K. 
brasiliensis em diferentes condições de cultivo. Foi possível observar a secreção de 
uma pequena gama de enzimas, porém verificou-se uma alta atividade catalítica de 
xilanase e mananase. Assim, pode-se inferir que esta levedura possui um excelente 
capacidade deuma melhor cadegradara hemicelulose, enquanto o mesmo não 
ocorre para degradação da celulose. Entretanto, foi observada a produção de 
enzimas oxidativas, principalmente quando cultivada em celobiose, e atividade de β-
glicosidases em diferentes substratos. Devido ao fato deste microrganismo não ser 
capaz de degradar celulose, especulamos que na natureza ela oxide e degrade 
oligossacarídeos originados da degradação da celulose provinda das enzimas 
secretadas por outros organismos, tendo um perfil oportunista no consumo deste 
polímero. Além disso, também foi possível detectar atividades de β-xilosidases e β-
glicosidases associadas à membrana e parede celular. Estas enzimas podem estar 
alocadas internamente à membrana, fazendo com que a levedura transporte os 
oligossacarídeos e os clive após a importação destes. Assim, libera o monômero 
final de xilose ou glicose internamente, eliminando a obtenção destes por  
microrganismos competidores. 
  Em relação a caracterização de β-xilosidases foi possível verificar a 
indução de duas enzimas da família GH3, ou seja, duas possíveis β-xilosidases 
apenas no cultivo em xilano. A produção heteróloga destas enzimas GH3_80 e 
GH3_98 ativas não foi realizada com sucesso em cepas de E. coli BL21, Rosetta-
gami 2, Origami, pRARE e C41. Em E. coli ArcticExpress, foi obtida proteína pura de 
ambas GH3, mas as mesmas não apresentaram atividades nas condições testadas. 
Este fato possivelmente se deve à complexidade das modificações pós-traducionais 
que as enzimas necessitam e que as cepas de E. coli testadas não são capazes de 
realizar. Em seguida, a GH3_80 foi expressa heterologamente em Pichia pastoris e 
os resultados sugerem que ela possui atividade de β-glicosidase e β-xilosidase. Até 
o momento, não foi obtido resultado relativos à produção heteróloga e 
caracterização da GH3_98. 
  Por fim, o objetivo de produzir heterologamente a xilanase de K. 
brasiliensis foi realizada com com sucesso na cepa de E. coli ArcticExpress, obtendo 
proteína suficiente para cristalização e definição de sua estrutura terciária. Os 
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resultados ainda não são suficientes para esclarecer o que faz esta enzima ter uma 
cinética tão distinta das demais, mas mostram que esta enzima é comparável à 
xilanase I de Apergillus niger, uma enzima já comercializada (Sigma H2125), 
garantindo um futuro promissor para aplicação comercial da enzima de K. 
brasiliensis, a enzima de maior atividade específica de fungo leveduriforme. 
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8 ANEXOS 	
  Anexo 1) Artigo científico da análise do secretoma de Kalmanozyma brasiliensis 
publicado em 2015 na revista FEMS Yeast Research.		
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Introduction 
  Brazil is currently the second largest producer of bioethanol in the 
world. Sucrose from sugarcane has been used as a feedstock for fermentation for 
the past 30 years, and this technology is considered to have the lowest production 
cost worldwide (Amorim et al. 2011). The 2013/2014 Brazilian harvest yielded 653 
million tons of sugarcane, leading to the production of 28 billion liters of ethanol 
(http://www.unica.com.br). As a byproduct of the sucrose-to-bioethanol industrial 
processing, 1 ton of sugarcane generates an average of 280 kg of bagasse (Sun et 
al. 2004). Although bagasse can be used in boilers to produce the heat and electricity 
needed to run a mill, it is also recognized as a promising feedstock for 2G bioethanol 
production. The breakdown of bagasse cell wall polysaccharides (mainly cellulose 
and hemicellulose) releases monomers (such as glucose and xylose) that can be 
fermented to ethanol. This fuel has been considered a viable alternative to gasoline 
because it has many advantages compared with petroleum fuel (Sims et al. 2010). 
Nevertheless, the production costs of 2G bioethanol are rather high, and the 
development of a commercial process for its production is a challenge (Laluce et al. 
2012). 
  A bottleneck in 2G bioethanol production is the complexity of plant cell 
walls, which require a set of different hydrolytic enzymes to convert the lignocellulosic 
biomass into fermentable sugars. The enzymes that degrade and modify 
polysaccharides are classified as carbohydrate-active enzymes (CAZymes) and are 
divided into different families according to their function, amino acid sequence and 
structural similarity (Levasseur et al. 2013). The use of CAZymes contributes 
substantially to the cost of biofuel production (Klein-Marcuschamer et al. 2012). To 
overcome this limitation, researchers are working on different aspects, such as (i) 
improving the effectiveness of enzymes (Zouari et al. 2015), (ii) optimizing 
recombinant expression systems (Segato et al. 2012) and (iii) discovering new 
enzymes with desirable hydrolytic activity (Harris et al. 2014). 
  Recently, a novel species of the genus Pseudozyma, P. brasiliensis, 
was isolated (Oliveira et al. 2014), and because of its biotechnological potential, its 
genome was sequenced (Oliveira et al. 2013). This genus belongs to the order 
Ustilaginales (Ustilaginomycetes, Ustilaginomycotina) and it has a close relationship 
with the species Ustilago maydis, the current model for plant pathogenic 
basidiomycetes. Although many of the Pseudozyma species were isolated from 
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plants, they are not pathogens (Boekhout 2011). The yeast species of the genus 
Pseudozyma are potential industrial microorganisms because of the extracellular 
production of several biotechnological proteins, such as cutinases (Seo et al. 2007); 
lipases (Bussamara et al. 2010; Bussamara et al. 2012); biosurfactants, including 
mannopyranosyl-meso-erythritol (Morita et al. 2009; Morita et al. 2010; Konishi et al. 
2011); and xylanases (Adsul et al. 2009; Borges et al. 2014). 
Xylanases are enzymes that break down the polysaccharide xylan (the major type of 
hemicellulose) and play an important role in several industrial processes, for 
example, in the manufacture of bread, food, drinks and textiles, as bleachers for 
paper pulp; in xylitol production; and as a supplement in animal feed (Polizeli et al. 
2005). Recently, xylanases have received attention because of their use in the 
degradation of lignocellulosic biomass for 2G bioethanol production. P. brasiliensis 
produces a new endo-β-1,4-xylanase (EC 3.2.1.8) that has a higher specific activity 
than other eukaryotic xylanases (Borges et al. 2014). This unusual activity can 
represent a lower loading of this enzyme family in enzymatic cocktails, thereby 
promoting its cost reduction. 
  Although basidiomycetes are the most efficient degraders of woody 
biomasses (Rytioja et al. 2014), the majority of studies related to polysaccharide 
degradation have been performed with ascomycetes fungi, such as Aspergillus niger, 
Trichoderma reesei, Penicillium sp and Neurospora crassa. Moreover, studies 
involving basidiomycete yeasts are even rarer. Accordingly, Pseudozyma species 
have significant potential for use in industrial processes but are still poorly explored. 
To date, the knowledge of the ability of Pseudozyma to break down polysaccharides 
is limited. In this work, for the first time, we describe the secretome of P. brasiliensis 
grown on different carbon sources, such as glucose, xylose, xylan, and cellobiose, in 
addition to a starvation condition. The growth and consumption of each carbohydrate 
during a time course was analyzed. To validate the data, we also evaluated the 
CAZymes activity of each culture supernatant on several substrates. 
 
Materials and Methods 
 Fungal strain and culture conditions 
  The P. brasiliensis GHG001 strain (CBS13268T) (Oliveira et al. 2014) 
was maintained on YPD agar plates (2% peptone, 1% yeast extract, 2% glucose, 2% 
agar) at 30°C. To evaluate the growth of P. brasiliensis on different carbon sources, 
		
99	
107 cells were inoculated into 200 mL of 0.7% YNB medium containing 1% glucose, 
cellobiose, xylose, xylan or no carbon source (starvation) at 30°C for 24, 48, 72, 96, 
120 and 144 hours (h). An aliquot was used for the spectrophotometric determination 
of the optical density at 595 nm. Twelve milliliters of each culture was harvested at 
4°C to separate the cells from the supernatant. The yeast cells were used for RNA 
extractions (gene expression analysis) and intracellular enzymatic assays, whereas 
the supernatants were analyzed to determine their carbohydrate content by high-
performance liquid chromatography (HPAEC-PAD) and enzymatic assays. For the 
secretome analysis, 30 mL of the supernatants was collected. All experiments were 
performed in triplicate. 
 
 Secretome of P. brasiliensis 
  Sample preparation for proteomics analysis 
  Because of the differences observed in P. brasiliensis grown on 
different carbon sources, the following points were selected for the analysis of the 
secretome: 48, 72, and 96 h of growth on glucose, xylose and xylan; 96, 120 and 144 
h of growth on cellobiose; and 72, 96, 120 and 144 h under the starvation conditions. 
Thirty milliliters of supernatant was concentrated using 10 kDa MWCO Vivaspin 
centrifugal concentrators (GE Healthcare). The proteins were quantified by the 
Bradford assay (Bradford 1976) using bovine serum albumin as the standard. After 
quantification, 100 µL of 1 M trichloroacetic acid (TCA) was added to 200 µg of 
protein from each concentrated supernatant for a final volume of 500 µL (completed 
with sterile water), followed by 12 h of incubation on ice. The samples were 
centrifuged at 13,000 rpm for 10 minutes (min). The precipitates were washed 3 
times with 1 mL of cold acetone and were resuspended in 50 µL of 8 M urea. The 
proteins were quantified using the BCA protein assay kit (Thermo Scientific) 
according to the manufacturer ́s recommendations. 
  Protein digestion was prepared as described by Villen and Gygi 2008, 
with modifications. The reduction was performed with 5 mM dithiothreitol for 25 min 
at 56°C. Next, the proteins were alkylated with 14 mM iodoacetamide for 30 min at 
room temperature and were protected from light. One microgram of trypsin 
(Promega) was added to digest 10 µg of protein, followed by incubation at 37°C 
overnight. The peptides were purified on StageTips C18, dried in a vacuum 
concentrator and reconstituted in 0.1% formic acid (Rappsilber, 2007). 
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  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 
analysis 
  Peptides (4.5 µL) were separated by C18 (100 µm x 100 mm) RP-
nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) coupled with a Q-Tof Ultima mass spectrometer 
(Waters) with a nanoelectrospray source at a flow rate of 0.6 µL min-1. The gradient 
was 2–90% acetonitrile in 0.1% formic acid over 60 min. The nanoelectrospray 
voltage was set to 3.5 kV with a cone voltage of 30 V and a source temperature of 
100oC. The instrument was operated in the ‘top three’ mode, in which one MS 
spectrum is acquired followed by the MS/MS of the top three most-intense detected 
peaks. After MS/MS fragmentation, the ion was placed on an exclusion list for 60 s. 
 
  Data analysis  
  Spectra were acquired using MassLynx v.4.1 software. The raw data 
files were converted to peak list format (mgf) by the software Mascot Distiller 
v.2.3.2.0 (Matrix Science Ltd.) and were searched against the Pseudozyma 
brasiliensis GHG001 database (5,765 sequences; GenBank: AWXO00000000.1) of 
the National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
using engine MASCOT v.2.3.0 (Matrix Science Ltd.). The search parameters were 
carbamidomethylation as fixed modification (+58,021 Da), oxidation of methionine as 
a variable modification (+15,995 Da), lost trypsin cleavage and tolerance of 0.1 Da 
for both precursor and fragment ions. For analysis, the output of the Mascot DAT file 
was analyzed by Scaffold Q+ software Version 4.0 (Proteome Software), and a list of 
proteins was obtained. The defined parameters were a minimum protein probability 
of 99% and the presence of at least 2 unique peptides. We accepted peptides with 
up to 1% FDR. Furthermore, the dbCAN database (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/) 
was used to identify and classify proteins with enzymatic activity on carbohydrates. 
To access the signal peptide presence, the prediction program SignalP version 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) was used. 
 
 Carbohydrate analyses in the culture supernatant by HPAEC-PAD 
  A sample of 2 mL of each culture was filtered through a 0.22 µm filter 
(Millex Hydrophilic, Millipore), and the concentrations of xylose, glucose and 
cellobiose were quantified by high-performance liquid chromatography (HPAEC-
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PAD) on a BioRad Aminex HPX87H column (BioRad Laboratories). The elution of 
carbohydrates occurred in 0.005 M sulfuric acid (H2SO4) at a flow rate of 0.6 mL 
min-1 for 30 min. To evaluate the consumption of xylan, we measured the xylose 
content released from an acid hydrolysis of this polysaccharide. Two milliliters of 
xylan supernatant was dried using a Centrifugal Vacuum Concentrator (LabConco) 
and was hydrolyzed with 10 mL of 72% H2SO4, at 46°C for 5 min. To ensure the 
total hydrolysis, water was added to a final volume of 250 mL, and the samples were 
autoclaved at 121°C for 20 min. The xylose content was determined by HPAEC-PAD 
on a CarboPac PA-1 column (Dionex) using a gradient of eluent A (deionized water) 
and eluent B (200 mM NaOH) and a flow rate of 0.8 mL min-1 as follows: 0-15 min 
10% B, 15-18 min linear gradient 10-100% B, 18-23 min 100% B and 23-28 min 10% 
B. All carbohydrates were identified and quantified by comparison with a standard 
curve using Chromeleon software (Dionex). The values were plotted as percentages. 
 
 Enzymatic activity assays 
  Enzyme activity was measured using 50 µL of substrate solution, 5 µL 
of each concentrated supernatant (enzyme solution) and 45 µL of 100 mM sodium 
acetate buffer. Xylanase and mannase activity was measured against 0.5% xylan 
and 0.5% 1,4-β-D-mannan (Megazyme) substrates, as described previously (Ribeiro 
et al. 2012). β-glucosidase, β-xylosidase and a-arabinofuranosidase activity was 
assayed using 5 mM p-nitrophenyl-β-glucopiranoside (pNP-β-Glc), 5 mM pNP- 
xylopiranoside (pNP-Xyl) and 5 mM pNP- arabinofuranoside (pNP-Ara) (Sigma-
Aldrich), with incubation at 40°C for 70 min. One hundred microliters of 1 M sodium 
carbonate was added to stop the reactions. One unit of enzyme activity was defined 
as the quantity of enzyme that released ρNP at a rate of 1 µmol/min/mL of protein. 
The enzymatic activity of all assays was expressed as U mL-1. To measure the 
intracellular activities, 600 mg of wet mass yeast was lysed with 1 mL of Yeast 
Protein Extraction Reagent (Pierce), for 1 h at 150 rpm and at 22°C. Cell-free 
extracts were obtained by centrifugation and were used to calculate the intracellular 
enzyme activities with pNP-β-Glc and pNP- β-Xyl substrates. The crude cell lysate 
was used to estimate the sum of the cell wall/membrane and intracellular enzyme 
activities. 
 
 Quantitative gene expression analysis 
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  Mechanical yeast lysis was performed using glass micro beads by 
resuspending the cell precipitates with RLT buffer (RNeasy plant mini kit, Qiagen) 
with 6 µL of β-mercaptoethanol added and 10 cycles of 1 min of vortexing and 30 
seconds on ice. This mixture was transferred to an RNeasy spin column, and the 
following steps were performed according to the manufacturer's instructions (RNeasy 
plant mini kit, Qiagen). After the extraction, RNA was treated with the TURBO DNA-
free kit (Ambion, Life Technologies) following the manufacturer's protocol, and 200 
ng of treated RNA was reverse-transcribed using a RevertAid first strand cDNA 
synthesis kit (Thermo Scientific). Specific primer pairs for each gene of interest were 
designed using Primer Express software v3.0.1 (Applied Biosystems, Life 
Technologies) (primer sequences are provided in Table S1, Supporting 
information).The standard curves were constructed as described previously (Oliveira 
et al. 2013). The real-time PCR reactions (with the points of the standard curve and 
the diluted cDNA samples) were performed in a final volume of 10 µL containing 1 µL 
of template, 5 µL of SYBR® Green PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems, Life 
Technologies) and 2 pmol of each primer. The cycling conditions were 10 min at 
95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. A reaction efficiency 
>0.9 and correlation coefficient (r2) values of 0.99 were the minimal quality standards 
for data analysis. The melting curves were also analyzed to confirm the specificity of 
each amplification reaction. Data normalization was performed using the 
quantification obtained from the housekeeping gene tef1, and all reactions were 
conducted in triplicate. Amplification, detection, and data analysis were performed by 
a Viia 7 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies). 
 
Results 
 Growth analysis of P. brasiliensis on different carbon sources 
  The growth of P. brasiliensis on different carbon sources was evaluated 
daily by measuring the optical density at 595 nm (Fig. S1, Supporting information). 
Growth was higher on glucose in the first 24 h. P. brasiliensis also showed rapid 
growth on the sole carbon sources of xylose and xylan. In cellobiose, the growth was 
slower, starting substantially only after 48 h, but it reached a similar optical density 
compared with growth on xylose and xylan at 144 h. As expected, no growth was 
observed in the media without any carbon source (starvation). 
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  To evaluate the consumption of each carbon source, sugars in the 
culture supernatants were measured using HPAEC-PAD over the growth time course 
(Fig. S2). The consumption of glucose and xylose was similar until 48 h, but after 72 
h, no xylose was detected in the supernatant (Fig. S2a). No uptake of cellobiose 
occurred until 48 h (Fig. S2a), and most of this sugar was consumed between 72 and 
96 h. However, cellobiose was poorly consumed by P. brasiliensis within 144 h. To 
estimate the consumption of xylan, the supernatants were hydrolyzed by acid, and 
the released xylose was measured by HPAEC- PAD (Fig. S2b). This analysis 
showed that xylan was quickly consumed, especially between 24 and 48 h. 
 
 Secretome profiles of P. brasiliensis on different carbon sources 
  To analyze the secretome of P. brasiliensis grown on different carbon 
sources, three time points for each condition were selected based on the growth 144 
h were selected. In addition, four time points were collected from the starvation 
condition: 72, 96, 120 and 144 h. Table S2 includes all proteins found in each culture 
condition and their respective molecular weights, number of identified peptides, 
peptide sequences, mass-to-charge ratios (m/z), total number of unique peptides, 
and presence/absence of signal peptide. Fig. S3-S5 show the base peak ion 
chromatograms obtained from the LC-MS/MS analysis of each secretome (xylose 
and xylan, Fig. S3; glucose and cellobiose, Fig. S4; carbon starvation, Fig. S5). 
  All growth conditions showed a similar number of proteins in the 
supernatant (glucose: 28, xylose and cellobiose 29 each, and starvation: 34), except 
for the samples grown on xylan (17 proteins). In addition, there were only 5 proteins 
common to all samples (gi|557994957, gi|558000706, gi|557998580, gi|557998956, 
gi|557999061, Fig. 1), all of which had a predicted signal peptide (see Table S2), and 
none of which have been characterized in P. brasiliensis. All proteins exclusively 
found in the carbon starvation condition have no predicted signal peptide, and most 
are intra-cellular proteins, such as ribosomal proteins and histones, which suggests 
that cell death and lysis occurred as a result of the absence of carbon. 
 
 Analysis of polysaccharide-degrading enzymes secreted by P. 
brasiliensis 
  Regardless of other differences among secretomes, we focused our 
attention on enzymes with the potential to be used in the polysaccharides’ 
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saccharification. To identify CAZymes, supernatant proteins were searched against 
the dbCAN web server (Yin et al. 2012). In total, 20 enzymes were identified, 4 with 
Auxiliary Activity (AA), 3 Carbohydrate Esterases (CE), and 13 Glycoside Hydrolases 
(GH) (Table 1). The growth on xylose induced a higher number of CAZymes (13) 
than the xylan condition (8). Only two CAZymes (AA7) were in common to all 
secretomes (gi|557999344 and gi|557995306), with the exception of the starvation 
condition. 
  Although some GHs identified in P. brasiliensis secretomes are not 
related to plant cell wall break down (such as GH15, GH18, GH25 and GH128), other 
families have the potential to hydrolyze xylan, xyloglucan, mannan, cellobiose and 
other polysaccharides (Table 1). The CAZymes are grouped into families (Levasseur 
et al. 2013), and each one has enzymes displaying different functions. In the different 
families, there are enzymes with the same function (Table 1). However, several 
enzymes have been characterized, and based on the domain similarity and data 
bank information, it is possible to predict some functions, for example, to the endo-β-
1,4-xylanase (GH11, gi|557999661) previously characterized (Borges et al. 2014) or 
the enzyme that belongs to the GH62 family (gi|557997784), constituted exclusively 
by α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) (Sakamoto et al. 2011). 
  To verify the possible activity of CAZymes, enzymatic assays were 
performed using the P. brasiliensis supernatants and several substrates, such as 
xylan, β-mannan, pNP-Xyl, pNP-Ara and pNP-Glc (Fig. 2). Xylan and xylose were the 
best inducers of the hydrolytic enzymes, showing higher activity toward all 
substrates, especially xylan (Fig. 2a) and β-mannan (Fig. 2b). The supernatant from 
the starvation condition did not show enzymatic activity, and the glucose-derived 
supernatant showed trace activity on xylan (Fig. 2a) and β-mannan (Fig. 2b). The 
activities on the substrates pNP-Ara (Fig. 2c), pNP-Xyl (Fig. 2d) and pNP-Glc (Fig. 
2e) were very low or absent. 
  The low activities of the xylan-derived supernatant on pNP-Xyl (Fig. 2d) 
and the cellobiose-derived supernatant on pNP-Glc (Fig. 2e) were interesting. These 
substrates have been used to measure β-xylosidase (EC 3.2.1.37) and β-
glucosidase (EC 3.2.1.21) activities, which are responsible for converting 
xylooligosaccharides/xylobiose and cellooligosaccharides/cellobiose to xylose and 
glucose, respectively. Thus, we evaluated the intracellular and sum of the cell 
wall/membrane and intracellular (crude extract) enzyme activities against both 
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substrates (Fig. 3). The results showed a higher activity on the crude extract, which 
suggests that beta-glucosidase and beta-xylosidase are mainly associated with the 
membrane or cell wall of P. brasiliensis (Fig. 3a and 3c, respectively). Furthermore, 
all sugars induced β-glucosidase activity (Fig. 3a and 3b); however, only xylan and 
xylose induced β-xylosidase (Fig. 3c and 3d). 
  To deeply investigate the enzymes responsible for the breakdown of 
xylan, we measured the expression of genes that encode CAZymes that were found 
exclusively in the secretome from this carbon source: gi|557997480 (GH3) and 
gi|557997898 (GH3) (Fig. 4). The expression of both GH3 corroborated the 
secretome data because they were significantly expressed only in xylan. Although 
they showed a similar profile of expression, with the highest value at 72 h, the level of 
expression of gi|557997480 (Fig. 4a) was significantly higher than gi|557997898 (Fig. 
4b).   At most of the time points, the difference was more than 2 thousand-
fold. The expression analysis of GH51 (gi|558000827) was not performed because 
there were non-specified products for the three designed alternative primer pairs. 
 
Discussion 
  Basidiomycetes are essential for the carbon cycle, but the production 
and secretion of plant cell wall-degrading enzymes are unexploited compared with 
Ascomycetes. Because the range of enzymes produced by a microorganism reflects 
an adaptation to its natural habitat, new species have great potential to produce new 
enzymes with applications in industrial processes. Recently, a new basidiomycete 
yeast (Oliveira et al. 2014), P. brasiliensis, was described as a producer of an endo-
β-1,4-xylanase with a higher specific activity than the eukaryotic xylanases described 
thus far (Borges et al. 2014). The genome contains 5,768 protein-encoding genes 
(Oliveira et al. 2014), potentially coding for 270 CAZymes, a small number compared 
with Ascomycetes fungi (Zhao et al. 2013). However, the number of CAZymes is 
similar to the filamentous fungi U. maydis, the basidiomycete most closely related to 
Pseudozyma (Oliveira et al. 2014), which is higher than other basidiomycete yeasts, 
such as Cryptococcus gatti, Cryptococcus neoformans and Rhodotorula glutinis 
(Zhao et al. 2013). Although in silico annotations of the P. brasiliensis genome 
provide considerable information about its potential for the degradation of 
lignocellulosic biomass, experimental analyses are fundamental for understanding 
the enzymes that are secreted in response to specific substrates and inducers. In the 
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present study, we describe the secretome of P. brasiliensis grown on different carbon 
sources, three of which (xylose, xylan and cellobiose) are recognized as natural-
inducing compounds of several hydrolytic enzymes (Aro et al. 2005; Stricker et al. 
2008; Rytioja et al. 2014). 
  Despite differences between each secretome (Fig. 1), it was interesting 
to note that several CAZymes were secreted when P. brasiliensis was grown on 
glucose (Table 1). It was proposed that all basidiomycetes sequenced to date have 
homologs of CreA, the transcription factor that represses the expression of CAZyme-
encoding genes in the presence of glucose. P. brasiliensis has a homologue of U. 
maydis predicted CreA (Todd et al. 2014) (gi|557999835, e- value=0.0 and 
identity=80%). This CreA-homologue suggests that the repression of CAZymes can 
occur; however, even in the presence of glucose, some enzymes can be 
constitutively expressed at basal levels or be regulated by distinct mechanisms. In 
fact, compared with xylan and xylose-derived supernatants, glucose showed no or 
low values of enzymatic activity on the analyzed substrates, which suggests that 
CAZymes were present at low levels. 
  Interestingly, all secretomes (except the starvation culture-derived) 
showed endo-1,4-β-D-mannanase activity (Fig. 2b). This enzyme hydrolyzes 
mannan, galactomannan and glucomannan polysaccharides that constitute the major 
fraction of gymnosperm hemicelluloses, unlike xylan, which is found in angiosperm 
(Scheller and Ulvskov 2010). Therefore, the xylanolytic P. brasiliensis is capable of 
degrading the main chains of the most important types of hemicellulose. Mannose or 
mannan-derived polysaccharide were not used to induce this enzyme, so it is likely 
that the regulatory mechanism to promote its induction is not specific and could 
enable a quicker adaptation to degrade polysaccharides from different plant groups. 
There are several works describing the presence of mannanase in the secretome of 
filamentous fungi (Herpoël-Gimbert et al. 2008; Adav et al. 2012; Adav et al. 2013), 
as well as the characterization of these enzymes (Hagglund et al. 2003; Do et al. 
2009; Huang et al. 2014; Rosengren et al. 2014), but there are few works reporting 
yeast mannanases  (Parvizpour et al. 2014). This enzyme belongs to GH families 5, 
26 and 113 (www.cazy.com) and has importance in several industrial processes, 
such as in bleaching paper pulp, reducing the viscosity of coffee extracts, and 
improving the nutritional value of poultry feeds (Chauhan et al. 2012). Two GH5 
enzymes were identified in the P. brasiliensis secretomes (Table 1), none of which 
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has significant similarity to an endo-mannanase. Thus, the enzymes responsible for 
the β-mannanase activity remain undetermined. 
  The growth of P. brasiliensis on cellobiose was slower than on other 
sugars. The uptake of cellobiose was also slower and partial (60%) compared with 
the others that were entirely consumed within 72-96 h. However, the growth on 
cellobiose is interesting because this sugar is converted to glucose to be 
metabolized. This conversion is performed by β-glucosidases (Ketudat and Esen 
2010), and this enzyme is responsible for the final release of glucose from plant 
biomass and also reduces the endo- and exoglucanases cellobiose-inhibition, which 
is essential for the enzymatic hydrolysis step of 2G bioethanol production (Beguin 
and Aubert 1994; Lau and Wong 2001; Segato et al. 2014). 
  According to the CAZy database, β-glucosidases belong to GH families 
1, 3, 5, 9, 30 and 116 (http://www.cazy.org). In our proteomic data, only a GH5 was 
predicted as an exo-β-1,3-glucanase was identified in the P. brasiliensis cellobiose-
derived secretome (GH5, gi|558000459), which acts on β-1,3-glucan, a fungi cell-wall 
component (Xie and Lipke 2010). The assays performed to validate the β-
glucosidase activity showed low activity on the supernatant (Fig. 2e) and intracellular 
content (Fig. 3b), with higher values on the xylan supernatant instead of on 
cellobiose. However, β-glucosidase activity was significantly higher in the crude cell 
lysates (Fig. 3a), showing that the most relevant β-glucosidases are associated with 
the yeast membrane or cell wall. This finding could justify the absence of β-
glucosidase on the cellobiose-derived secretome. Furthermore, it is possible that the 
glucose released by these β-glucosidases was readily consumed by P. brasiliensis 
because considerable concentrations of this sugar were not detected in the 
cellobiose supernatant (data not shown). Thus, the proximity between the CAZymes 
and membrane transporters can maximize the uptake of free sugars, representing an 
adaptive advantage for P. brasiliensis. 
  Although a small number (11) of GHs was identified in the cellobiose 
secretome, 4 enzymes are predicted as Auxiliary Activity. AAs represent a group of 
enzymes with different mechanisms and substrates related to lignocellulose 
conversion (Levasseur et al. 2013), which are divided into 10 families. AA3 and AA7 
identified in P. brasiliensis secretomes have the potential to act in oxidative 
processes on gluco-oligosaccharides, such as cellobiose. The importance of the 
oxidative degradation of polysaccharides in basidiomycetes was previously reported 
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(Baldrian and Valaskova 2008). However, to breakdown complex glucose 
polysaccharide chains, the concomitant action of further enzymes (such as, 
endoglucanases) is essential, and this additional activity was not detected in our 
analysis.    Although P. brasiliensis is not able to grow on complex 
glucose polysaccharides, such as CMC and sugar cane bagasse (data no shown), 
this oxidative mechanism may have been maintained because AAs were detected in 
the cellobiose-derived secretome. In nature, plant biomass degradation is performed 
by a community of microorganisms; therefore, P. brasiliensis most likely evolved to 
take advantage of the enzymes secreted by other microorganisms (such as 
filamentous fungi), utilizing the gluco-oligosaccharides produced by them. 
  Despite the slow metabolism of cellobiose, P. brasiliensis is able to 
quickly degrade and consume xylan (Fig. S2b), which is the major portion of sugar 
cane hemicellulose. This ability is supported, at least partially, by the endo-β-1,4-
xylanase (gi|557999661; GH11) produced by P. brasiliensis. This xylanase was 
identified on xylan, xylose and glucose supernatants (Table S2); however, the 
xylanase activity was higher in xylan and xylose secretomes. This enzyme was 
previously characterized and produces xylobiose and xylotriose as major products 
and does not produce a significant amount of xylose (Borges et al. 2014), which 
suggests that other enzymes are acting on the complete deconstruction of xylan. 
  Exclusively in the secretome from xylan, there were 2 enzymes 
(gi|557997480 a   gi|557997898) from the GH3 family, and the expression of both 
was corroborated by real-time PCR (Fig. 4a and Fig. 4b). This family contains several 
enzymes, including β-xylosidases (EC 3.2.1.27), that release xylose from the xylo-
oligosaccharides. The enzyme gi|557997480 has homology to β-xylosidases, and its 
respective gene shows high expression on xylan (Fig. 4a), which suggests that this 
enzyme can be, at least in part, responsible for the β-xylosidases activities. 
According to this, the pNP-Xyl assays showed activity mainly on the xylan-derived 
supernatant (Fig. 2d). However, the crude extracts showed activities at least 10 times 
higher (Fig. 3c) than the supernatant on xylan and xylose secretomes, which 
indicated that in addition to β-glucosidases, P. brasiliensis has β-xylosidases 
associated with its membrane/cell wall. In contrast to β-glucosidase (induced by all 
sugars tested), β-xylosidase activity was mostly induced by xylan and xylose. 
Curiously, xylan was a better inducer than xylose, mainly with respect to intra-cellular 
activity (Fig. 3d). The data suggest, first, that more than one enzyme is responsible 
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for the β-xylosidase activity and, second, that the enzyme is induced differently 
depending on its cellular localization. 
  To the best of our knowledge, this is the first secretome analysis of the 
Pseudozyma genus focusing on CAZymes. Although P. brasiliensis did not secrete a 
vast diversity of enzymes, it was able to hydrolyze plant-derived polysaccharides; 
therefore, it represents a potential source for biomass degradation hydrolase 
discovery. 
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Table 1 - CAZymes identified on the secretomes of P. brasiliensis. The carbon 
source-specific enzymes are in bold. 
Accession 
Number 
(NCBI) 
Cazy 
family 
Known Activities 
Possible 
Polysaccharide 
Substrates 
Growth 
Condition 
Signal 
Peptide 
gi|5579950
64 
AA3 
Cellobiose 
dehydrogenases, aryl 
alcohol oxidase, glucose 1-
oxidase, alcohol oxidase, 
pyranose 2-oxidase 
Cellobiose, aromatic 
and aliphatic 
polyunsaturared 
alcohols, D-
glucopyranose 
Cellobiose Yes 
gi|5579952
06 
AA7 
Glucooligosaccharide 
oxidases 
D-glucose, maltose, 
lactose, cellobiose, 
maltooligosacharides, 
cellooligosacharides 
Glucose, 
Cellobiose 
Yes 
gi|5579953
06 
AA7 
Glucooligosaccharide 
oxidases 
D-glucose, maltose, 
lactose, cellobiose, 
maltooligosacharides, 
cellooligosacharides 
Glucose, 
Cellobiose, 
Xylose, 
Xylan 
Yes 
gi|5579993
44 
AA7 
Glucooligosaccharide 
oxidases 
D-glucose, maltose, 
lactose, cellobiose, 
maltooligosacharides, 
cellooligosacharides 
Glucose, 
Cellobiose, 
Xylose, 
Xylan 
Yes 
gi|5579959
66 
CE4 
Acetyl xylan esterase (EC 
3.1.1.72), chitin deacetylase 
(EC 3.5.1.41), 
chitooligosaccharide 
deacetylase (EC 3.5.1.-), 
peptidoglycan deacetylase 
(EC 3.5.1.-), peptidoglycan 
N-acetylmuramic acid 
deacetylase (EC 3.5.1.-) 
Xylan, chitin, 
peptidoglycan 
Glucose, 
Xylose 
Yes 
gi|5579970
78 
CE4 
Acetyl xylan esterase (EC 
3.1.1.72), chitin deacetylase 
(EC 3.5.1.41), 
chitooligosaccharide 
deacetylase (EC 3.5.1.-), 
peptidoglycan deacetylase 
(EC 3.5.1.-), peptidoglycan 
N-acetylmuramic acid 
deacetylase (EC 3.5.1.-) 
Xylan, chitin, 
peptidoglycan 
Glucose, 
Xylose 
No 
gi|5580006
58 
CE5 
Acetyl xylan esterase (EC 
3.1.1.72), cutinase (EC 
3.1.1.74) 
Xylan, cutin 
Glucose, 
Xylose, 
Xylan 
Yes 
gi|5579974
80 
GH3 
β-glucosidase (EC 
3.2.1.21), xylan 1,4-β-
xylosidase (EC 3.2.1.37), β-
glucosylceramidase (EC 
3.2.1.45), α-L-
arabinofuranosidase (EC 
Cellobiose, xylobiose Xylan No 
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3.2.1.55), glucan 1,3-β-
glucosidase (EC 3.2.1.58), 
and others 
gi|5579978
98 
GH3 
β-glucosidase (EC 
3.2.1.21), xylan 1,4-β-
xylosidase (EC 3.2.1.37), β-
glucosylceramidase (EC 
3.2.1.45), α-L-
arabinofuranosidase (EC 
3.2.1.55), glucan 1,3-β-
glucosidase (EC 3.2.1.58), 
and others 
Cellobiose, xylobiose Xylan Yes 
gi|5579972
33 
GH5 
Endo-β-1,4-glucanase, 
cellulase (EC 3.2.1.4), endo-
β-1,4-xylanase (EC 3.2.1.8), 
β-mannosidase (EC 
3.2.1.25), and others 
β-1,4-glucan, cellulose, 
xylan, mannan 
Glucose, 
Xylose 
No 
gi|5580004
59 
GH5 
Endo-β-1,4-glucanase, 
cellulase (EC 3.2.1.4), endo-
β-1,4-xylanase (EC 3.2.1.8), 
β-mannosidase (EC 
3.2.1.25), and others 
β-1,4-glucan, cellulose, 
xylan 
Glucose, 
Cellobiose, 
Xylose 
Yes 
gi|5579996
61 
GH11 
Endo-β-1,4-xylanase 
(EC 3.2.1.8) 
Xylan 
Glucose, 
Xylose, 
Xylan 
Yes 
gi|5579950
84 
GH15 
Glucoamylase (EC 3.2.1.3), 
glucodextranase (EC 
3.2.1.70), α,α-trehalase (EC 
3.2.1.28) 
α-glucosides 
Glucose, 
Cellobiose, 
Xylose 
Yes 
gi|5579997
16 
GH16 
Endo-1,3-β-glucanase (EC 
3.2.1.39), endo-1,3(4)-β-
glucanase (EC 3.2.1.6), 
licheninase (EC 3.2.1.73), 
xyloglucanase (EC 
3.2.1.151), endo-β-1,3-
galactanase (EC 3.2.1.181), 
endo-β-1,4-galactosidase 
(EC 3.2.1.-), endo-β-1,4-
galactosidase (EC 3.2.1.-), 
xyloglucan:xyloglucosyltra
nsferase (EC 2.4.1.207), 
and others 
Xyloglucan, glucan, 
galactan 
Xylose Yes 
gi|5580005
45 
GH16 
Endo-1,3-β-glucanase (EC 
3.2.1.39), endo-1,3(4)-β-
glucanase (EC 3.2.1.6), 
licheninase (EC 3.2.1.73), 
xyloglucanase (EC 
3.2.1.151), endo-β-1,3-
galactanase (EC 3.2.1.181), 
endo-β-1,4-galactosidase 
Xyloglucan, glucan, 
galactan 
Glucose, 
Cellobiose, 
Xylose 
Yes 
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(EC 3.2.1.-), endo-β-1,4-
galactosidase (EC 3.2.1.-), 
xyloglucan:xyloglucosyltransf
erase (EC 2.4.1.207), and 
others 
gi|5579995
25 
GH18 
Chitinase (EC 3.2.1.14), 
lysozyme (EC 3.2.1.17), 
endo-β-N-
acetylglucosaminidase (EC 
3.2.1.96), peptidoglycan 
hydrolase with endo-β-N-
acetylglucosaminidase 
specificity (EC 3.2.1.-), Nod 
factor hydrolase (EC 3.2.1.-
), xylanase inhibitor, 
concanavalin B, narbonin 
Chitin, peptidoglycan Xylose No 
gi|5579959
31 
GH25 Lysozyme (EC 3.2.1.17) Peptidoglycan Xylose Yes 
gi|5580008
27 
GH51 
Endoglucanase (EC 
3.2.1.4), endo-β-1,4-
xylanase (EC 3.2.1.8), β-
xylosidase (EC 3.2.1.37), α-
L-arabinofuranosidase (EC 
3.2.1.55) 
Arabinoxylan, 
arabinogalactan, L-
arabin, cellulose, xylan 
Xylan Yes 
gi|5579977
84 
GH62 
α-L-arabinofuranosidase 
(EC 3.2.1.55) 
Arabinoxylan 
Xylose, 
Xylan 
Yes 
gi|5579973
62 
GH128 
β-1,3-glucanase 
(EC 3.2.1.39) 
β-1,3-glucan Xylose Yes 
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Fig. 1 – Venn diagrams showing the number of unique or shared proteins for the 
analyzed secretomes. 
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Fig. 2 – Enzyme activities (U.ml-1) of the P. brasiliensis supernatant cultures against 
xylan (a), β-mannan (b), pNP-Ara (c), pNP-Xyl, (d) and pNP-Glc (e). Each value is 
the mean ± standard deviation of three independent experiments. 
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Fig. 3 - β-glucosidase and β-xylosidase activities (U.ml-1) in the crude extracts (a and 
c) and intracellular fractions (b and d), respectively. Each value is the mean ± 
standard deviation of three independent experiments.  
 
 
Fig. 4 – Real-time PCR analysis of the genes that code for two GH3 found 
exclusively in the xylan-derived secretome, gi|557997480 (a) and gi|557997898 (b). 
Each value is the mean ± standard deviation of three independent experiments. 
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Figure S1 - Growth curves of P. brasiliensis on different carbon sources. Each value is the 
mean ± standard deviation of three independent experiments. 
 
 
Figure S2 - Analysis of the carbohydrate content in the culture supernatants from P. 
brasiliensis growth on glucose, xylose, and cellobiose (a) as well as the xylose content 
derived from the hydrolyzation of culture supernatants from growth on xylan (b). The values 
(in percentages) represent the mean ± standard deviation of three independent experiments. 
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Figure S3- Chromatograms obtained from LC-MS/MS analysis of xylose and xylan 
secretomes. 
 
 
Figure S4 - Chromatograms obtained from LC-MS/MS analysis of glucose and cellobiose 
secretomes. 
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Figure S5 - Chromatograms obtained from LC-MS/MS analysis of starvation  
secretome.  
 
 
 
Table S1. Real-Time PCR primers 
Gene ID (NCBI) Description 
Forward/ 
Reverse 
Sequence 5' -> 3' 
gi|557997480 GH3 
Fw CATTGATCGAGGTCCCGTTA 
Rv GCAAAAAGATCGCCGTCATC 
gi|557997898 GH3 
Fw GTCTGCGGCGTTTAATACCA 
Rv CATTGATGCGTTCGATCTTG 
gi|558000747 TEF1 
Fw GACAACCATTACCGCCCTTGA 
Rv ATGTCTACAAGATCGGTGGTATCG 
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  Anexo 2) Resultado do BLASTp da GH3_80 contra o banco de reference proteins do 
NCBI. 
23/05/2016 NCBI Blast:Protein Sequence (775 letters)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 1/7
RID
Database Name
Description
Program
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
lcl|Query_302534
None
amino acid
775
BLAST ® » blastp suite » RID­M7CATJ6J01R
BLAST Results
Protein Sequence (775 letters)
M7CATJ6J01R (Expires on 05­25 09:41 am)
refseq_protein
NCBI Protein Reference Sequences
BLASTP 2.3.1+
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence
Graphic Summary
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(continuação)23/05/2016 NCBI Blast:Protein Sequence (775 letters)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 2/7
Sequences producing significant alignments:
Descriptions
Description Max
score
Total
score
Query
cover
E
value
Ident Accession
hypothetical protein PSEUBRA_SCAF23g05173
[Kalmanozyma brasiliensis GHG001]
1601 1601 100% 0.0 100% XP_016291942.1
glycoside hydrolase [Pseudozyma hubeiensis SY62] 1270 1270 100% 0.0 78% XP_012186379.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Moesziomyces
antarcticus]
1137 1137 100% 0.0 70% XP_014653585.1
Xylan 1,4­beta­xylosidase [Rasamsonia emersonii CBS
393.64]
741 741 93% 0.0 52% XP_013332464.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Heterobasidion
irregulare TC 32­1]
711 711 99% 0.0 47% XP_009550170.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Phanerochaete
carnosa HHB­10118­sp]
699 699 93% 0.0 50% XP_007400009.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Stereum hirsutum FP­
91666 SS1]
697 697 96% 0.0 48% XP_007300825.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Schizophyllum
commune H4­8]
697 697 94% 0.0 50% XP_003031211.1
beta­xylosidase [Gloeophyllum trabeum ATCC 11539] 695 695 97% 0.0 49% XP_007867506.1
beta­xylosidase [Dichomitus squalens LYAD­421 SS1] 694 694 96% 0.0 48% XP_007360624.1
beta­xylosidase [Aspergillus fischeri NRRL 181] 693 693 98% 0.0 49% XP_001258861.1
beta­xylosidase [Aspergillus clavatus NRRL 1] 693 693 95% 0.0 50% XP_001273702.1
beta­xylosidase [Aspergillus fumigatus Af293] 691 691 98% 0.0 50% XP_748529.1
hypothetical protein STEHIDRAFT_182874 [Stereum
hirsutum FP­91666 SS1]
691 691 96% 0.0 48% XP_007302260.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Moniliophthora roreri
MCA 2997]
690 690 97% 0.0 47% XP_007850454.1
hypothetical protein AGABI1DRAFT_57801 [Agaricus
bisporus var. burnettii JB137­S8]
688 688 97% 0.0 47% XP_007328932.1
hypothetical protein AGABI2DRAFT_219902 [Agaricus
bisporus var. bisporus H97]
687 687 97% 0.0 46% XP_006460154.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Serpula lacrymans var.
lacrymans S7.9]
686 686 97% 0.0 49% XP_007324549.1
conserved hypothetical protein [Aspergillus terreus
NIH2624]
684 684 94% 0.0 49% XP_001217674.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Moniliophthora roreri
MCA 2997]
683 683 97% 0.0 47% XP_007850470.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Moniliophthora roreri
MCA 2997]
682 682 97% 0.0 46% XP_007849952.1
beta­xylosidase [Postia placenta Mad­698­R] 679 679 93% 0.0 49% XP_002473890.1
hypothetical protein AGABI2DRAFT_67675 [Agaricus
bisporus var. bisporus H97]
678 678 94% 0.0 47% XP_006460145.1
hypothetical protein AGABI1DRAFT_120267 [Agaricus
bisporus var. burnettii JB137­S8] 678 678 94% 0.0 47% XP_007329441.1
exo­1,4­beta­xylosidase xlnD [Aspergillus oryzae RIB40] 675 675 93% 0.0 49% XP_001826724.2
predicted protein [Fibroporia radiculosa] 674 674 93% 0.0 49% XP_012178975.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Coniophora puteana
RWD­64­598 SS2]
674 674 93% 0.0 49% XP_007769870.1
hypothetical protein W97_01808 [Coniosporium apollinis
CBS 100218]
673 673 97% 0.0 48% XP_007777901.1
beta­xylosidase [Auricularia subglabra TFB­10046 SS5] 673 673 93% 0.0 46% XP_007336213.1
beta­xylosidase, putative [Aspergillus flavus NRRL3357] 672 672 93% 0.0 48% XP_002385353.1
beta­xylosidase, putative [Talaromyces stipitatus ATCC
10500]
670 670 93% 0.0 49% XP_002486253.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Trametes versicolor
FP­101664 SS1]
669 669 96% 0.0 46% XP_008032615.1
hypothetical protein SPAPADRAFT_65353 [Spathaspora
passalidarum NRRL Y­27907]
667 667 97% 0.0 46% XP_007373774.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Schizophyllum
commune H4­8]
663 663 94% 0.0 48% XP_003031187.1
exo­1,4­beta­xylosidase xlnD [Aspergillus nomius NRRL
13137]
662 662 93% 0.0 49% XP_015409697.1
hypothetical protein SPAPADRAFT_51129 [Spathaspora
passalidarum NRRL Y­27907]
660 660 97% 0.0 45% XP_007375862.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Colletotrichum 654 654 98% 0.0 45% XP_007285519.1  
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  Anexo 3) Resultado do BLASTp da GH3_98 contra o banco de reference proteins do 
NCBI. 
 
23/05/2016 NCBI Blast:Protein Sequence (873 letters)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 1/7
RID
Database Name
Description
Program
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
lcl|Query_347672
None
amino acid
873
BLAST 
®
 » blastp suite » RID­M7CDB76U01R
BLAST Results
Protein Sequence (873 letters)
M7CDB76U01R (Expires on 05­25 09:43 am)
refseq_protein
NCBI Protein Reference Sequences
BLASTP 2.3.1+
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
Distribution of 103 Blast Hits on the Query Sequence
Graphic Summary
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(continuação)23/05/2016 NCBI Blast:Protein Sequence (873 letters)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 2/7
Sequences producing significant alignments:
Descriptions
Description Max
score
Total
score
Query
cover
E
value
Ident Accession
glycoside hydrolase [Kalmanozyma brasiliensis
GHG001]
1799 1799 100% 0.0 100% XP_016292357.1
glycoside hydrolase [Pseudozyma hubeiensis SY62] 1595 1595 100% 0.0 88% XP_012187864.1
glycoside hydrolase [Moesziomyces antarcticus] 1551 1551 99% 0.0 86% XP_014654383.1
hypothetical protein UMAG_06075 [Ustilago maydis
521]
1528 1528 99% 0.0 83% XP_011392435.1
hypothetical protein PFL1_02043 [Anthracocystis
flocculosa PF­1]
1219 1219 99% 0.0 66% XP_007877745.1
hypothetical protein AURDEDRAFT_112668 [Auricularia
subglabra TFB­10046 SS5]
594 594 89% 0.0 43% XP_007342808.1
hypothetical protein AURDEDRAFT_62469 [Auricularia
subglabra TFB­10046 SS5]
579 579 90% 0.0 42% XP_007344833.1
glycoside hydrolase [Stereum hirsutum FP­91666 SS1] 571 571 88% 0.0 42% XP_007301596.1
hypothetical protein PFL1_06122 [Anthracocystis
flocculosa PF­1]
568 568 87% 0.0 43% XP_007881853.1
glycoside hydrolase [Moesziomyces antarcticus] 566 566 87% 0.0 43% XP_014653953.1
glycoside hydrolase [Pseudozyma hubeiensis SY62] 560 560 87% 0.0 41% XP_012193312.1
glycoside hydrolase [Kalmanozyma brasiliensis
GHG001]
556 556 87% 0.0 42% XP_016289609.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Heterobasidion
irregulare TC 32­1]
553 553 89% 0.0 41% XP_009544707.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Punctularia
strigosozonata HHB­11173 SS5]
548 548 88% 0.0 40% XP_007385044.1
Pc22g15340 [Penicillium rubens Wisconsin 54­1255] 546 546 88% 1e­179 41% XP_002565451.1
putative beta­glucosidase [Ustilago maydis 521] 545 545 87% 3e­179 40% XP_011390477.1
beta­glucosidase G [Aspergillus oryzae RIB40] 542 542 89% 7e­178 41% XP_001825173.1
putative beta­glucosidase 1 protein [Neofusicoccum
parvum UCRNP2]
538 538 92% 6e­177 41% XP_007586717.1
beta­D­glucoside glucohydrolase [Aspergillus fumigatus
Af293]
536 536 89% 1e­176 40% XP_748896.1
beta­glucosidase [Neurospora crassa OR74A] 541 541 89% 1e­176 41% XP_960539.2
hypothetical protein PUNSTDRAFT_120347 [Punctularia
strigosozonata HHB­11173 SS5]
542 644 87% 1e­176 43% XP_007383453.1
putative beta­glucosidase G [Penicillium digitatum Pd1] 539 539 88% 1e­176 41% XP_014534259.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Moniliophthora roreri
MCA 2997]
536 536 87% 2e­176 39% XP_007842357.1
hypothetical protein STEHIDRAFT_124824 [Stereum
hirsutum FP­91666 SS1]
536 536 86% 4e­176 41% XP_007309120.1
hypothetical protein NEUTE1DRAFT_68797 [Neurospora
tetrasperma FGSC 2508]
537 537 88% 1e­175 41% XP_009854247.1
glycoside hydrolase [Punctularia strigosozonata HHB­
11173 SS5]
535 535 88% 2e­175 40% XP_007379182.1
beta­glucosidase G [Aspergillus nomius NRRL 13137] 534 534 89% 8e­175 41% XP_015401715.1
glycoside hydrolase family 3 protein [Thielavia terrestris
NRRL 8126]
532 532 89% 3e­174 43% XP_003650782.1
hypothetical protein SMAC_03290 [Sordaria macrospora
k­hell]
532 532 89% 2e­173 40% XP_003352972.1
hypothetical protein ANOM_003781 [Aspergillus nomius
NRRL 13137]
528 528 88% 2e­173 42% XP_015408098.1
glycosyl hydrolase, putative [Aspergillus fischeri NRRL
181]
526 526 89% 1e­172 40% XP_001261562.1
glycoside hydrolase [Stereum hirsutum FP­91666 SS1] 527 527 89% 1e­172 40% XP_007301755.1
hypothetical protein ATEG_02713 [Aspergillus terreus
NIH2624]
528 528 88% 2e­172 41% XP_001211891.1
conserved hypothetical protein [Aspergillus flavus
NRRL3357]
526 526 88% 3e­172 42% XP_002379048.1
beta­glucosidase, putative [Aspergillus flavus
NRRL3357]
526 526 88% 3e­172 40% XP_002375439.1
glycoside hydrolase [Punctularia strigosozonata HHB­
11173 SS5]
526 526 88% 4e­172 40% XP_007379195.1
Glycoside hydrolase family 3 [Penicillium expansum] 527 527 88% 4e­172 40% XP_016595000.1
beta­glucosidase M [Aspergillus oryzae RIB40] 525 525 88% 6e­172 42% XP_001823627.1
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  Anexo 4) Sequência de aminoácidos das proteínas utilizadas neste projeto. 
Identificação 
da proteína 
Sequência de aminácidos 
GH3_80 
(gi|557997480) 
MHIKRAITLSPIALQHLNFSFPDCSAPPLSTNGICNTSLDYYSRASALVSEFTTTELVNNTINFAPGVPRLGIPNYQWW
TEALHGVAGSPGVNFNPDNTAEYGSATSFPQIINLGATFDDALYQEVASHIANETRAYSNAGKAGLNMYSPLNINAF
RDPRWGRGQETVGEDPLHLSRYAVKVVHGLQGPAALDENNPRLSLAATCKHYLAYDVEEYQGVERYQFNALVSKQ
DLADFFLPQFRACVRDGGATTLMTSYNAVNSVPPSASKYYLETLARKSWGLSKRHNYVTSDCDAVANVYDGHHYA
NNYVQAAADSMNAGCDLDCGATYSDNLGQALEQNLTDVATIRRAVTRMFSSLVRLGYFDSAESQPLRQLGWNDV
NAAPAQRLAYTSAVSSITLLKNHQSTLPLKKDSLKGKKIAVIGPYTNATYALRGNYDGPSPFTITVLDAAKRTFTDSTVV
WANGTSINGAYNSTSAGEAKSVASDADVIIFAGGIDPTVEGESLDRTSIAWPSNQLQLISDLSSLNKTLVVAQFGGG
QVDGAPLKSNSNVGALLWAGYPGQSGALALMDVVAGNVAPSGRLPITQYPADYIDGLSEATMALRANKTAGYPG
RTYKWYDGKPTYPFGFGLHYTKWSASMESPSTYTISSSEEGYAEHVEVANVKVNLKSIGKVTSDYAALLFAKHQNGP
APYPKRTLVGYAKVKSISPGEQRSVEIVVTQAALARADEGGNEILYPGEYTLELDTEGCGEGELASTKLMLEGQAKNVI
PWVQGDMS	
GH3_98 
(gi|557997898) 
MKAAVKSLLVLSIYAANALSAQAASLEHLNLLFKARQAEASNQTDTTNINWNISSSDNSALAQAPLAGTFYRGGPEL
ADINSPLHTVTGNGGWEWAVEKARGVVSQLTLDEKVNLTAGITGGRCEGTLGRVDRFGIPELCFQDGPAGFRASDF
VTVFPAGVTTAATWNRDLMYKRAAALGAEFVAKGVNVHLGPVTGGPLGRSPFQGRNWEGFGPDPYLHGEAAYY
TVSGTQSAGVIATAKHFLAYEQETYRQLYAASDPYTLNPDNNTELTYSSNLDDRTLHELYLWPFMNAVRAGSGALM
CVYNRLNNTQGCQSSKLLNTILKEELDFQGFVVTDWSAAFNTSNTYNGGSDVVMPGGMTGGYKSLVGGSELVRAL
NAGEVKIERINDGITRLLAQWYLRGQNEGYPTVSYKDGYQNTLYNGSVVNEHRDVQGDHWKIVKEIGEEAVTLIYN
KRSNEAGPQGNTDFGLGLPLSKKSRVAVFGSDAGPNPYGINACQSWIGLGSQLCPANATSNGTQAVGWGSGAGF
FPYLIDPLAGISEVAKENRGAVLNNLNDVGDEQNQMLIRQNAGLADASLVFVQARSGEDSDRHSLRLDADGDELIKL
VASQSNNTIVVMHTTGPVLMSDWFDHPNITALVLPHLPGQESGSSLARVLYGDVNPSGKMPYSMLSDADAVHYP
KIVGGPASDPQVDFYEGLYIDYRAWDKMGLKPLIPFGHGISYTNYTYSNLQIQRSAENCYAPSEFNGQFKSDKQPGG
PGSLFQYLVEVTVDVKNVGGMQGDEVAQLYVGYPEAADAPIKQLRGFDKVQGLKPGGSGQAEFKLAKRDFSVWD
VVKQKFEVVDGEYKIWVGKSSRMSDLTLKGLVTMKNGKIASISS	
GH11 
(gi|557999661) 
MKFSTILAFVGAAGAVAASPIAAPSGESAGLEKRQSINYVQNYNGNLANFKYNEGAGTYSGNWNNPSDFVIGLGW
STGTSNRVINFNGNYQSNQGSYYAVYGWLNNPLTEYYVVENYSYDPCSVSNTQVVGSVYSDGASYKICKHTQVNQ
PSIQGTKTFGQYFSVRSSKRSSGSVTLANHFNAWKKYGFANGATNPDFNYQVFATEAFSGQGSVSTTISG	
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  Anexo 5) Alinhamento do resultado do sequenciamento da GH3_80 clonada em 
pET28 (PET80) (na figura pET28a-GH3_80-6) com a depositada no NCBI (gb|KI545866.1|:68335-
70662) e do alinhamento da tradução de ambas sequências. As mutações estão indicadas pelas 
setas vermelhas. 
>Nucleotide alignment Alignment of 2 sequences: Resultado_Sequenciamento_Pet28a 
-GH3_80-6, gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed) 
 
 
Score = 11627.0, Identities = 2326/2328 (99%),  
Positives = 2326/2328 (99%), Gaps = 0/2328 (0%) 
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6      1 ATGCACATCAAACGAGCGATCACGCTCTCTCCGATTGCCCTCCAGCATCTCAATTTCTCC   60  
                                                ATGCACATCAAACGAGCGATCACGCTCTCTCCGATTGCCCTCCAGCATCTCAATTTCTCC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2328 ATGCACATCAAACGAGCGATCACGCTCTCTCCGATTGCCCTCCAGCATCTCAATTTCTCC 2269  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6     61 TTCCCTGACTGCTCCGCTCCGCCCCTTTCCACCAATGGCATCTGCAACACCTCTCTCGAC  120  
                                                TTCCCTGACTGCTCCGCTCCGCCCCTTTCCACCAATGGCATCTGCAACACCTCTCTCGAC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2268 TTCCCTGACTGCTCCGCTCCGCCCCTTTCCACCAATGGCATCTGCAACACCTCTCTCGAC 2209  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    121 TACTACTCGCGCGCATCCGCCCTCGTGTCCGAGTTCACGACCACGGAACTCGTGAACAAC  180  
                                                TACTACTCGCGCGCATCCGCCCTCGTGTCCGAGTTCACGACCACGGAACTCGTGAACAAC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2208 TACTACTCGCGCGCATCCGCCCTCGTGTCCGAGTTCACGACCACGGAACTCGTGAACAAC 2149  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    181 ACCATCAACTTTGCGCCAGGCGTACCCAGGCTCGGCATCCCCAACTACCAGTGGTGGACA  240  
                                                ACCATCAACTTTGCGCCAGGCGTACCCAGGCTCGGCATCCCCAACTACCAGTGGTGGACA       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2148 ACCATCAACTTTGCGCCAGGCGTACCCAGGCTCGGCATCCCCAACTACCAGTGGTGGACA 2089  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    241 GAAGCACTTCACGGCGTCGCCGGCAGCCCTGGTGTCAACTTCAACCCGGACAACACCGCC  300  
                                                GAAGCACTTCACGGCGTCGCCGGCAGCCCTGGTGTCAACTTCAACCCGGACAACACCGCC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2088 GAAGCACTTCACGGCGTCGCCGGCAGCCCTGGTGTCAACTTCAACCCGGACAACACCGCC 2029  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    301 GAGTATGGGTCCGCGACCAGCTTTCCGCAGATCATCAACCTGGGCGCTACCTTCGACGAT  360  
                                                GAGTATGGGTCCGCGACCAGCTTTCCGCAGATCATCAACCTGGGCGCTACCTTCGACGAT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      2028 GAGTATGGGTCCGCGACCAGCTTTCCGCAGATCATCAACCTGGGCGCTACCTTCGACGAT 1969  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    361 GCTCTCTACCAAGAGGTCGCTTCGCACATCGCCAACGAGACGCGCGCGTACAGTAACGCT  420  
                                                GCTCTCTACCAAGAGGTCGCTTCGCACATCGCCAACGAGACGCGCGCGTACAGTAACGCT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1968 GCTCTCTACCAAGAGGTCGCTTCGCACATCGCCAACGAGACGCGCGCGTACAGTAACGCT 1909  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    421 GGCAAGGCAGGACTGAACATGTACAGCCCGCTCAACATCAATGCTTTCCGCGACCCACGG  480  
                                                GGCAAGGCAGGACTGAACATGTACAGCCCGCTCAACATCAATGCTTTCCGCGACCCACGG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1908 GGCAAGGCAGGACTGAACATGTACAGCCCGCTCAACATCAATGCTTTCCGCGACCCACGG 1849  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    481 TGGGGACGAGGTCAAGAGACCGTGGGTGAAGACCCTCTCCACCTCAGCAGGTACGCCGTC  540  
                                                TGGGGACGAGGTCAAGAGACCGTGGGTGAAGACCCTCTCCACCTCAGCAGGTACGCCGTC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1848 TGGGGACGAGGTCAAGAGACCGTGGGTGAAGACCCTCTCCACCTCAGCAGGTACGCCGTC 1789  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    541 AAGGTCGTACATGGTCTTCAAGGTCCTGCAGCTCTCGACGAGAACAATCCCCGTCTTTCA  600  
                                                AAGGTCGTACATGGTCTTCAAGGTCCTGCAGCTCTCGACGAGAACAATCCCCGTCTTTCA       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1788 AAGGTCGTACATGGTCTTCAAGGTCCTGCAGCTCTCGACGAGAACAATCCCCGTCTTTCA 1729  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    601 CTTGCAGCCACGTGCAAACACTATCTCGCCTACGATGTCGAGGAGTACCAAGGTGTGGAG  660  
                                                CTTGCAGCCACGTGCAAACACTATCTCGCCTACGATGTCGAGGAGTACCAAGGTGTGGAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1728 CTTGCAGCCACGTGCAAACACTATCTCGCCTACGATGTCGAGGAGTACCAAGGTGTGGAG 1669  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    661 CGCTATCAGTTCAATGCGCTCGTTTCGAAGCAGGATCTGGCCGATTTCTTCCTGCCTCAG  720  
                                                CGCTATCAGTTCAATGCGCTCGTTTCGAAGCAGGATCTGGCCGATTTCTTCCTGCCTCAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1668 CGCTATCAGTTCAATGCGCTCGTTTCGAAGCAGGATCTGGCCGATTTCTTCCTGCCTCAG 1609  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    721 TTCCGTGCTTGTGTGCGCGACGGAGGTGCAACGACGCTCATGACCTCGTACAATGCTGTC  780  
                                                TTCCGTGCTTGTGTGCGCGACGGAGGTGCAACGACGCTCATGACCTCGTACAATGCTGTC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1608 TTCCGTGCTTGTGTGCGCGACGGAGGTGCAACGACGCTCATGACCTCGTACAATGCTGTC 1549  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    781 AACAGCGTACCCCCCTCGGCGAGCAAGTACTACCTCGAGACCCTCGCCCGCAAGAGCTGG  840  
                                                AACAGCGTACCCCCCTCGGCGAGCAAGTACTACCTCGAGACCCTCGCCCGCAAGAGCTGG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1548 AACAGCGTACCCCCCTCGGCGAGCAAGTACTACCTCGAGACCCTCGCCCGCAAGAGCTGG 1489  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    841 GGCCTGAGCAAGCGTCACAACTACGTCACCTCGGACTGCGACGCTGTGGTCAACGTCTAC  900  
                                                GGCCTGAGCAAGCGTCACAACTACGTCACCTCGGACTGCGACGCTGTGG CAACGTCTAC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1488 GGCCTGAGCAAGCGTCACAACTACGTCACCTCGGACTGCGACGCTGTGGCCAACGTCTAC 1429  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    901 GACGGCCACCACTACGCCAACAACTACGTCCAGGCGGCGGCGGACAGCATGAACGCCGGT  960  
                                                GACGGCCACCACTACGCCAACAACTACGTCCAGGCGGCGGCGGACAGCATGAACGCCGGT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1428 GACGGCCACCACTACGCCAACAACTACGTCCAGGCGGCGGCGGACAGCATGAACGCCGGT 1369  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6    961 TGCGATCTTGACTGCGGTGCAACGTACAGTGATAACCTCGGTCAGGCCCTCGAACAGAAC 1020  
                                                TGCGATCTTGACTGCGGTGCAACGTACAGTGATAACCTCGGTCAGGCCCTCGAACAGAAC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1368 TGCGATCTTGACTGCGGTGCAACGTACAGTGATAACCTCGGTCAGGCCCTCGAACAGAAC 1309  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1021 CTGACCGACGTTGCAACGATCCGCCGCGCCGTCACACGTATGTTCTCGTCCCTCGTGCGC 1080  
                                                CTGACCGACGTTGCAACGATCCGCCGCGCCGTCACACGTATGTTCTCGTCCCTCGTGCGC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1308 CTGACCGACGTTGCAACGATCCGCCGCGCCGTCACACGTATGTTCTCGTCCCTCGTGCGC 1249  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1081 CTGGGATATTTCGACAGCGCCGAATCGCAGCCTCTGCGCCAGCTCGGCTGGAACGACGTC 1140  
                                                CTGGGATATTTCGACAGCGCCGAATCGCAGCCTCTGCGCCAGCTCGGCTGGAACGACGTC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1248 CTGGGATATTTCGACAGCGCCGAATCGCAGCCTCTGCGCCAGCTCGGCTGGAACGACGTC 1189  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1141 AATGCAGCTCCTGCGCAGCGTCTGGCGTATACGAGCGCTGTATCGTCCATCACGCTTCTC 1200  
                                                AATGCAGCTCCTGCGCAGCGTCTGGCGTATACGAGCGCTGTATCGTCCATCACGCTTCTC       
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Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1201 AAAAACCACCAGTCCACGCTGCCGCTCAAGAAAGACTCGCTCAAGGGCAAAAAGATCGCC 1260  
                                                AAAAACCACCAGTCCACGCTGCCGCTCAAGAAAGACTCGCTCAAGGGCAAAAAGATCGCC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1128 AAAAACCACCAGTCCACGCTGCCGCTCAAGAAAGACTCGCTCAAGGGCAAAAAGATCGCC 1069  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1261 GTCATCGGTCCCTACACCAACGCGACCTATGCGCTGCGCGGCAACTACGACGGCCCATCG 1320  
                                                GTCATCGGTCCCTACACCAACGCGACCTATGCGCTGCGCGGCAACTACGACGGCCCATCG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1068 GTCATCGGTCCCTACACCAACGCGACCTATGCGCTGCGCGGCAACTACGACGGCCCATCG 1009  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1321 CCGTTCACCATCACCGTGCTGGACGCTGCCAAACGAACCTTCACCGACTCGACCGTGGTC 1380  
                                                CCGTTCACCATCACCGTGCTGGACGCTGCCAAACGAACCTTCACCGACTCGACCGTGGTC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)      1008 CCGTTCACCATCACCGTGCTGGACGCTGCCAAACGAACCTTCACCGACTCGACCGTGGTC  949  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1381 TGGGCTAACGGGACCTCGATCAATGGAGCCTACAACTCGACCTCTGCTGGTGAAGCTAAG 1440  
                                                TGGGCTAACGGGACCTCGATCAATGGAGCCTACAACTCGACCTCTGCTGGTGAAGCTAAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       948 TGGGCTAACGGGACCTCGATCAATGGAGCCTACAACTCGACCTCTGCTGGTGAAGCTAAG  889  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1441 AGTGTTGCTTCCGACGCCGACGTGATCATCTTCGCAGGCGGTATCGACCCGACGGTGGAA 1500  
                                                AGTGTTGCTTCCGACGCCGACGTGATCATCTTCGCAGGCGGTATCGACCCGACGGTGGAA       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       888 AGTGTTGCTTCCGACGCCGACGTGATCATCTTCGCAGGCGGTATCGACCCGACGGTGGAA  829  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1501 GGCGAGTCCCTCGACCGTACTTCCATCGCATGGCCATCGAACCAGCTTCAACTCATCTCC 1560  
                                                GGCGAGTCCCTCGACCGTACTTCCATCGCATGGCCATCGAACCAGCTTCAACTCATCTCC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       828 GGCGAGTCCCTCGACCGTACTTCCATCGCATGGCCATCGAACCAGCTTCAACTCATCTCC  769  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1561 GATCTCTCCTCGCTCAACAAGACGCTGGTCGTCGCCCAGTTCGGCGGCGGGCAGGTGGAC 1620  
                                                GATCTCTCCTCGCTCAACAAGACGCTGGTCGTCGCCCAGTTCGGCGGCGGGCAGGTGGAC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       768 GATCTCTCCTCGCTCAACAAGACGCTGGTCGTCGCCCAGTTCGGCGGCGGGCAGGTGGAC  709  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1621 GGTGCGCCGCTGAAGAGCAACTCCAAGGTCGGTGCGCTCCTGTGGGCGGGGTACCCGGGT 1680  
                                                GGTGCGCCGCTGAAGAGCAACTCCAA GTCGGTGCGCTCCTGTGGGCGGGGTACCCGGGT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       708 GGTGCGCCGCTGAAGAGCAACTCCAACGTCGGTGCGCTCCTGTGGGCGGGGTACCCGGGT  649  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1681 CAATCCGGGGCACTTGCGCTGATGGATGTCGTTGCTGGTAACGTAGCCCCTTCAGGACGA 1740  
                                                CAATCCGGGGCACTTGCGCTGATGGATGTCGTTGCTGGTAACGTAGCCCCTTCAGGACGA       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       648 CAATCCGGGGCACTTGCGCTGATGGATGTCGTTGCTGGTAACGTAGCCCCTTCAGGACGA  589  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1741 CTGCCCATCACGCAGTACCCCGCGGACTACATCGACGGGCTGTCCGAGGCAACGATGGCC 1800  
                                                CTGCCCATCACGCAGTACCCCGCGGACTACATCGACGGGCTGTCCGAGGCAACGATGGCC       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       588 CTGCCCATCACGCAGTACCCCGCGGACTACATCGACGGGCTGTCCGAGGCAACGATGGCC  529  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1801 TTGCGCGCGAACAAGACGGCTGGCTACCCGGGTAGGACGTACAAGTGGTACGATGGTAAG 1860  
                                                TTGCGCGCGAACAAGACGGCTGGCTACCCGGGTAGGACGTACAAGTGGTACGATGGTAAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       528 TTGCGCGCGAACAAGACGGCTGGCTACCCGGGTAGGACGTACAAGTGGTACGATGGTAAG  469  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1861 CCGACCTATCCGTTCGGTTTTGGATTGCACTACACAAAGTGGAGCGCGTCGATGGAGTCT 1920  
                                                CCGACCTATCCGTTCGGTTTTGGATTGCACTACACAAAGTGGAGCGCGTCGATGGAGTCT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       468 CCGACCTATCCGTTCGGTTTTGGATTGCACTACACAAAGTGGAGCGCGTCGATGGAGTCT  409  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1921 CCCAGCACATACACTATTTCGAGTAGCGAAGAAGGTTACGCGGAACACGTCGAGGTGGCA 1980  
                                                CCCAGCACATACACTATTTCGAGTAGCGAAGAAGGTTACGCGGAACACGTCGAGGTGGCA       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       408 CCCAGCACATACACTATTTCGAGTAGCGAAGAAGGTTACGCGGAACACGTCGAGGTGGCA  349  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   1981 AACGTCAAGGTCAACCTCAAGAGCATTGGAAAGGTCACCTCCGACTACGCTGCGCTGCTG 2040  
                                                AACGTCAAGGTCAACCTCAAGAGCATTGGAAAGGTCACCTCCGACTACGCTGCGCTGCTG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       348 AACGTCAAGGTCAACCTCAAGAGCATTGGAAAGGTCACCTCCGACTACGCTGCGCTGCTG  289  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   2041 TTTGCCAAGCACCAAAATGGACCTGCACCCTATCCCAAGAGAACGCTGGTTGGGTATGCG 2100  
                                                TTTGCCAAGCACCAAAATGGACCTGCACCCTATCCCAAGAGAACGCTGGTTGGGTATGCG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       288 TTTGCCAAGCACCAAAATGGACCTGCACCCTATCCCAAGAGAACGCTGGTTGGGTATGCG  229  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   2101 AAGGTGAAGAGTATTTCTCCAGGCGAGCAGAGAAGCGTCGAGATCGTGGTCACCCAAGCT 2160  
                                                AAGGTGAAGAGTATTTCTCCAGGCGAGCAGAGAAGCGTCGAGATCGTGGTCACCCAAGCT       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       228 AAGGTGAAGAGTATTTCTCCAGGCGAGCAGAGAAGCGTCGAGATCGTGGTCACCCAAGCT  169  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   2161 GCACTGGCTAGGGCGGATGAGGGCGGAAACGAGATTCTCTACCCCGGAGAGTACACGCTG 2220  
                                                GCACTGGCTAGGGCGGATGAGGGCGGAAACGAGATTCTCTACCCCGGAGAGTACACGCTG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       168 GCACTGGCTAGGGCGGATGAGGGCGGAAACGAGATTCTCTACCCCGGAGAGTACACGCTG  109  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   2221 GAGCTCGACACCGAGGGCTGTGGAGAGGGCGAGCTGGCAAGCACAAAGTTAATGCTCGAG 2280  
                                                GAGCTCGACACCGAGGGCTGTGGAGAGGGCGAGCTGGCAAGCACAAAGTTAATGCTCGAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)       108 GAGCTCGACACCGAGGGCTGTGGAGAGGGCGAGCTGGCAAGCACAAAGTTAATGCTCGAG   49  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6   2281 GGTCAGGCGAAGAACGTGATTCCTTGGGTGCAGGGAGACATGTCGTAG 2328  
                                                GGTCAGGCGAAGAACGTGATTCCTTGGGTGCAGGGAGACATGTCGTAG       
gb|KI545866.1|:68335-70662 (reversed)        48 GGTCAGGCGAAGAACGTGATTCCTTGGGTGCAGGGAGACATGTCGTAG    1  
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>Protein alignment Alignment of 2 sequences: Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH 
3_80-6 translation, gi|557997480|gb|EST06953.1| 
 
 
Score = 4037.0, Identities = 773/775 (99%),  
Positives = 773/775 (99%), Gaps = 0/775 (0%) 
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation     1 MHIKRAITLSPIALQHLNFSFPDCSAPPLSTNGICNTSLDYYSRASALVSEFTTTELVNN  60  
                                                           MHIKRAITLSPIALQHLNFSFPDCSAPPLSTNGICNTSLDYYSRASALVSEFTTTELVNN      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                              1 MHIKRAITLSPIALQHLNFSFPDCSAPPLSTNGICNTSLDYYSRASALVSEFTTTELVNN  60  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation    61 TINFAPGVPRLGIPNYQWWTEALHGVAGSPGVNFNPDNTAEYGSATSFPQIINLGATFDD 120  
                                                           TINFAPGVPRLGIPNYQWWTEALHGVAGSPGVNFNPDNTAEYGSATSFPQIINLGATFDD      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                             61 TINFAPGVPRLGIPNYQWWTEALHGVAGSPGVNFNPDNTAEYGSATSFPQIINLGATFDD 120  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   121 ALYQEVASHIANETRAYSNAGKAGLNMYSPLNINAFRDPRWGRGQETVGEDPLHLSRYAV 180  
                                                           ALYQEVASHIANETRAYSNAGKAGLNMYSPLNINAFRDPRWGRGQETVGEDPLHLSRYAV      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            121 ALYQEVASHIANETRAYSNAGKAGLNMYSPLNINAFRDPRWGRGQETVGEDPLHLSRYAV 180  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   181 KVVHGLQGPAALDENNPRLSLAATCKHYLAYDVEEYQGVERYQFNALVSKQDLADFFLPQ 240  
                                                           KVVHGLQGPAALDENNPRLSLAATCKHYLAYDVEEYQGVERYQFNALVSKQDLADFFLPQ      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            181 KVVHGLQGPAALDENNPRLSLAATCKHYLAYDVEEYQGVERYQFNALVSKQDLADFFLPQ 240  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   241 FRACVRDGGATTLMTSYNAVNSVPPSASKYYLETLARKSWGLSKRHNYVTSDCDAVVNVY 300  
                                                           FRACVRDGGATTLMTSYNAVNSVPPSASKYYLETLARKSWGLSKRHNYVTSDCDAV NVY      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            241 FRACVRDGGATTLMTSYNAVNSVPPSASKYYLETLARKSWGLSKRHNYVTSDCDAVANVY 300  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   301 DGHHYANNYVQAAADSMNAGCDLDCGATYSDNLGQALEQNLTDVATIRRAVTRMFSSLVR 360  
                                                           DGHHYANNYVQAAADSMNAGCDLDCGATYSDNLGQALEQNLTDVATIRRAVTRMFSSLVR      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            301 DGHHYANNYVQAAADSMNAGCDLDCGATYSDNLGQALEQNLTDVATIRRAVTRMFSSLVR 360  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   361 LGYFDSAESQPLRQLGWNDVNAAPAQRLAYTSAVSSITLLKNHQSTLPLKKDSLKGKKIA 420  
                                                           LGYFDSAESQPLRQLGWNDVNAAPAQRLAYTSAVSSITLLKNHQSTLPLKKDSLKGKKIA      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            361 LGYFDSAESQPLRQLGWNDVNAAPAQRLAYTSAVSSITLLKNHQSTLPLKKDSLKGKKIA 420  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   421 VIGPYTNATYALRGNYDGPSPFTITVLDAAKRTFTDSTVVWANGTSINGAYNSTSAGEAK 480  
                                                           VIGPYTNATYALRGNYDGPSPFTITVLDAAKRTFTDSTVVWANGTSINGAYNSTSAGEAK      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            421 VIGPYTNATYALRGNYDGPSPFTITVLDAAKRTFTDSTVVWANGTSINGAYNSTSAGEAK 480  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   481 SVASDADVIIFAGGIDPTVEGESLDRTSIAWPSNQLQLISDLSSLNKTLVVAQFGGGQVD 540  
                                                           SVASDADVIIFAGGIDPTVEGESLDRTSIAWPSNQLQLISDLSSLNKTLVVAQFGGGQVD      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            481 SVASDADVIIFAGGIDPTVEGESLDRTSIAWPSNQLQLISDLSSLNKTLVVAQFGGGQVD 540  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   541 GAPLKSNSKVGALLWAGYPGQSGALALMDVVAGNVAPSGRLPITQYPADYIDGLSEATMA 600  
                                                           GAPLKSNS VGALLWAGYPGQSGALALMDVVAGNVAPSGRLPITQYPADYIDGLSEATMA      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            541 GAPLKSNSNVGALLWAGYPGQSGALALMDVVAGNVAPSGRLPITQYPADYIDGLSEATMA 600  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   601 LRANKTAGYPGRTYKWYDGKPTYPFGFGLHYTKWSASMESPSTYTISSSEEGYAEHVEVA 660  
                                                           LRANKTAGYPGRTYKWYDGKPTYPFGFGLHYTKWSASMESPSTYTISSSEEGYAEHVEVA      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            601 LRANKTAGYPGRTYKWYDGKPTYPFGFGLHYTKWSASMESPSTYTISSSEEGYAEHVEVA 660  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   661 NVKVNLKSIGKVTSDYAALLFAKHQNGPAPYPKRTLVGYAKVKSISPGEQRSVEIVVTQA 720  
                                                           NVKVNLKSIGKVTSDYAALLFAKHQNGPAPYPKRTLVGYAKVKSISPGEQRSVEIVVTQA      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            661 NVKVNLKSIGKVTSDYAALLFAKHQNGPAPYPKRTLVGYAKVKSISPGEQRSVEIVVTQA 720  
 
Resultado_Sequenciamento_Pet28a-GH3_80-6 translation   721 ALARADEGGNEILYPGEYTLELDTEGCGEGELASTKLMLEGQAKNVIPWVQGDMS 775  
                                                           ALARADEGGNEILYPGEYTLELDTEGCGEGELASTKLMLEGQAKNVIPWVQGDMS      
gi|557997480|gb|EST06953.1|                            721 ALARADEGGNEILYPGEYTLELDTEGCGEGELASTKLMLEGQAKNVIPWVQGDMS 775  
  
N549K 
A297V 
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  Anexo 6) Lista de todas as estrutura de β-xilosidases (EC:3.2.1.37) e β-glicosidases 
(EC: 3.2.1.21) depositadas no PDB. 
Estruturas de β-xilosidases (EC: 3.2.1.37) depositadas no PDB 
PDB ORGANISM UNIPROT 
1yif Bacillus subtilis (strain 168) P94489 
4nov Butyrivibrio proteoclasticus (strain ATCC 51982 / DSM 14932 / B316) E0RYY0 
4ekj Caulobacter crescentus (strain ATCC 19089 / CB15) Q9A5U0 
1y7b Clostridium acetobutylicum (strain ATCC 824 / DSM 792 / JCM 1419 / LMG 5710 / VKM B-1787) Q97DM1 
1yi7 Clostridium acetobutylicum (strain ATCC 824 / DSM 792 / JCM 1419 / LMG 5710 / VKM B-1787) Q97DM1 
1w91 Geobacillus stearothermophilus Q9ZFM2 
2bfg Geobacillus stearothermophilus Q9ZFM2 
2bs9 Geobacillus stearothermophilus Q9ZFM2 
2exh Geobacillus stearothermophilus Q09LX0 
2exi Geobacillus stearothermophilus Q09LX0 
2exj Geobacillus stearothermophilus Q09LX0 
2exk Geobacillus stearothermophilus Q09LX0 
1px8 Thermoanaerobacterium saccharolyticum P36906 
1uhv Thermoanaerobacterium saccharolyticum P36906 
3vst Thermoanaerobacterium saccharolyticum (strain DSM 8691 / JW/SL-YS485) A2ICH1 
3vsu Thermoanaerobacterium saccharolyticum (strain DSM 8691 / JW/SL-YS485) A2ICH1 
3vsv Thermoanaerobacterium saccharolyticum (strain DSM 8691 / JW/SL-YS485) A2ICH1 
4mlg uncultured organism I7EUE2 
 
Estruturas	de	β-glicosidases	(EC:	3.2.1.21)	depositadas	no	PDB	
PDB		 ORGANISM		 UNIPROT		
5fjj	 Aspergillus	oryzae	(strain	ATCC	42149	/	RIB	40)	 Q2UUD6	
1qox	 Bacillus	circulans	 Q03506	
3ahx	 Clostridium	cellulovorans	 Q53EH2	
5dt5	 Exiguobacterium	antarcticum	(strain	B7)	 K0A8J9	
5dt7	 Exiguobacterium	antarcticum	(strain	B7)	 K0A8J9	
3ta9	 Halothermothrix	orenii	(strain	H	168	/	OCM	544	/	DSM	9562)	 B8CYA8	
4ptv	 Halothermothrix	orenii	(strain	H	168	/	OCM	544	/	DSM	9562)	 B8CYA8	
4ptw	 Halothermothrix	orenii	(strain	H	168	/	OCM	544	/	DSM	9562)	 B8CYA8	
4ptx	 Halothermothrix	orenii	(strain	H	168	/	OCM	544	/	DSM	9562)	 B8CYA8	
2e9l	 Homo	sapiens	 Q9H227	
2e9m	 Homo	sapiens	 Q9H227	
2jfe	 Homo	sapiens	 Q9H227	
2zox	 Homo	sapiens	 Q9H227	
3vkk	 Homo	sapiens	 Q9H227	
3ahy	 Hypocrea	jecorina	 O93785	
3zyz	 Hypocrea	jecorina	 Q12715	
3zz1	 Hypocrea	jecorina	 Q12715	
4gxp	 Hypocrea	jecorina	 O93785	
4i8d	 Hypocrea	jecorina	 Q12715	
		
145	
(continuação)	
3abz	 Kluyveromyces	marxianus	 D1GCC6	
3ac0	 Kluyveromyces	marxianus	 D1GCC6	
3w53	 Micrococcus	antarcticus	 B9V8P5	
5fji	 Neosartorya	fumigata	(strain	ATCC	MYA-4609	/	Af293	/	CBS	101355	/	FGSC	A1100)	 Q4WJJ3	
3ahz	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3ai0	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vif	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vig	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vih	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vii	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vij	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vik	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vil	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vim	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vin	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vio	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3vip	 Neotermes	koshunensis	 Q8T0W7	
3ptk	 Oryza	sativa	subsp.	indica	 B8AVF0	
3ptm	 Oryza	sativa	subsp.	indica	 B8AVF0	
3ptq	 Oryza	sativa	subsp.	indica	 B8AVF0	
2rgl	 Oryza	sativa	subsp.	japonica	 Q75I93	
2rgm	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3aht	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3ahv	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3f4v	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3f5j	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3f5k	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3f5l	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3gno	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q8L7J2	
3gnp	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q8L7J2	
3gnr	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q8L7J2	
3scn	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3sco	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scp	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scq	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scr	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scs	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3sct	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scu	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scv	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3scw	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
3wba	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q8L7J2	
3wbe	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q8L7J2	
4qlj	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
4qlk	
Oryza	sativa	subsp.	japonica	
Q75I93	
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4qll	 Oryza	sativa	subsp.	japonica	 Q75I93	
1bga	 Paenibacillus	polymyxa	 P22073	
1bgg	 Paenibacillus	polymyxa	 P22073	
1e4i	 Paenibacillus	polymyxa	 P22073	
1tr1	 Paenibacillus	polymyxa	 P22073	
1uyq	 Paenibacillus	polymyxa	 P22073	
2jie	 Paenibacillus	polymyxa	 P22505	
2o9p	 Paenibacillus	polymyxa	 P22505	
2o9r	 Paenibacillus	polymyxa	 P22505	
2o9t	 Paenibacillus	polymyxa	 P22505	
2z1s	 Paenibacillus	polymyxa	 P22505	
2e3z	 Phanerochaete	chrysosporium	 Q25BW5	
2E+40	 Phanerochaete	chrysosporium	 Q25BW5	
3wdp	 Pyrococcus	furiosus	 Q51723	
3wq8	 Pyrococcus	furiosus	 Q51723	
1vff	 Pyrococcus	horikoshii	(strain	ATCC	700860	/	DSM	12428	/	JCM	9974	/	NBRC	100139	/	OT-3)	 O58104	
1v02	 Sorghum	bicolor	 Q41290	
1v03	 Sorghum	bicolor	 Q41290	
4b3k	 Streptococcus	pyogenes	serotype	M1	 Q99YP9	
4b3l	
Streptococcus	pyogenes	serotype	M1	
Q99YP9	
5foo	
Streptococcus	pyogenes	serotype	M1	
Q99YP9	
1gnx	 Streptomyces	sp	 Q59976	
1gon	 Streptomyces	sp	 Q59976	
4d0j	 Talaromyces	emersonii	 Q8TGI8	
5fjs	 Thermoanaerobacterium	xylanolyticum	(strain	ATCC	49914	/	DSM	7097	/	LX-11)	 F6BL85	
1od0	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
1oif	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
1oim	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
1oin	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
1uz1	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
1w3j	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2cbu	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2cbv	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2ces	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2cet	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j75	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j77	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j78	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j79	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7b	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7c	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7d	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7e	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7f	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
2j7g	
Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	
Q08638	
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2j7h	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2jal	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2vrj	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2wbg	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2wc3	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2wc4	 Thermotoga	maritima	(strain	ATCC	43589	/	MSB8	/	DSM	3109	/	JCM	10099)	 Q08638	
2x40	 Thermotoga	neapolitana	(strain	ATCC	49049	/	DSM	4359	/	NS-E)	 Q0GC07	
2x41	 Thermotoga	neapolitana	(strain	ATCC	49049	/	DSM	4359	/	NS-E)	 Q0GC07	
2x42	 Thermotoga	neapolitana	(strain	ATCC	49049	/	DSM	4359	/	NS-E)	 Q0GC07	
1np2	 Thermus	nonproteolyticus	 Q9L794	
3zjk	 Thermus	thermophilus	 Q9RA61	
1cbg	 Trifolium	repens	 P26205	
3cmj	 uncultured	bacterium	 Q0GMU3	
4hz6	 uncultured	bacterium	 Q0GMU3	
4hz7	 uncultured	bacterium	 Q0GMU3	
4hz8	 uncultured	bacterium	 Q0GMU3		
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  Anexo 7) Alinhamento do resultado do sequenciamento da GH3_98 clonada em 
pET28 (PET98, na figura GH3_98-5) com a depositada no NCBI (gb|KI545863.1|:254362-256983) e 
do alinhamento da tradução de ambas sequências. Os gaps iniciais ocorrem devido à retirada da 
região inicial referente ao peptídeo sinal. As mutações estão indicadas pelas setas vermelhas.  
>Nucleotide alignment Alignment of 2 sequences: gb|KI545863.1|:254362-256983, G 
H3_98-5 
 
 
Score = 12734.0, Identities = 2546/2622 (97%),  
Positives = 2546/2622 (97%), Gaps = 72/2622 (2%) 
 
gb|KI545863.1|:254362-256983        ------------------------------------------------------------       
                                                                                                       
GH3_98-5                          1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT   60  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983      1 ------------TCGCTCGAGCACCTCAACCTCTTGTTCAAAGCACGACAAGCTGAGGCC   48  
                                                TCGCTCGAGCACCTCAACCTCTTGTTCAAAGCACGACAAGCTGAGGCC       
GH3_98-5                         61 ATGGCTAGCGCTTCGCTCGAGCACCTCAACCTCTTGTTCAAAGCACGACAAGCTGAGGCC  120  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983     49 TCGAACCAGACCGACACCACCAACATCAACTGGAACATCAGCTCGTCCGACAACTCTGCT  108  
                                    TCGAACCAGACCGACACCACCAACATCAACTGGAACATCAGCTCGTCCGACAACTCTGCT       
GH3_98-5                        121 TCGAACCAGACCGACACCACCAACATCAACTGGAACATCAGCTCGTCCGACAACTCTGCT  180  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    109 CTCGCACAAGCACCGCTTGCTGGTACCTTCTATCGCGGTGGACCAGAGCTCGCTGACATC  168  
                                    CTCGCACAAGCACCGCTTGCTGGTACCTTCTATCGCGGTGGACCAGAGCTCGCTGACATC       
GH3_98-5                        181 CTCGCACAAGCACCGCTTGCTGGTACCTTCTATCGCGGTGGACCAGAGCTCGCTGACATC  240  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    169 AACAGCCCTTTGCACACAGTCACCGGAAACGGCGGCTGGGAGTGGGCTGTCGAAAAGGCG  228  
                                    AACAGCCCTTTGCACACAGTCACCGGAAACGGCGGCTGGGAGTGGGCTGTCGAAAAGGCG       
GH3_98-5                        241 AACAGCCCTTTGCACACAGTCACCGGAAACGGCGGCTGGGAGTGGGCTGTCGAAAAGGCG  300  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    229 CGTGGCGTGGTGAGCCAACTTACGCTCGACGAGAAGGTCAACCTCACGGCGGGTATCACT  288  
                                    CGTGGCGTGGTGAGCCAACTTACGCTCGACGAGAAGGTCAACCTCACGGCGGGTATCACT       
GH3_98-5                        301 CGTGGCGTGGTGAGCCAACTTACGCTCGACGAGAAGGTCAACCTCACGGCGGGTATCACT  360  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    289 GGTGGTCGCTGCGAAGGAACGCTGGGTCGAGTCGACCGCTTCGGCATTCCAGAGCTCTGC  348  
                                    GGTGGTCGCTGCGAAGGAACGCTGGGTCGAGTCGACCGCTTCGGCATTCCAGAGCTCTGC       
GH3_98-5                        361 GGTGGTCGCTGCGAAGGAACGCTGGGTCGAGTCGACCGCTTCGGCATTCCAGAGCTCTGC  420  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    349 TTCCAGGACGGCCCTGCTGGCTTCCGTGCCTCCGACTTTGTCACCGTCTTCCCAGCGGGC  408  
                                    TTCCAGGACGGCCCTGCTGGCTTCCGTGCCTCCGACTTTGTCACCGTCTTCCCAGCGGGC       
GH3_98-5                        421 TTCCAGGACGGCCCTGCTGGCTTCCGTGCCTCCGACTTTGTCACCGTCTTCCCAGCGGGC  480  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    409 GTCACCACGGCTGCGACATGGAACCGCGACCTCATGTACAAGCGCGCTGCTGCGCTCGGC  468  
                                    GTCACCACGGCTGCGACATGGAACCGCGACCTCATGTACAAGCGCGCTGCTGCGCTCGGC       
GH3_98-5                        481 GTCACCACGGCTGCGACATGGAACCGCGACCTCATGTACAAGCGCGCTGCTGCGCTCGGC  540  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    469 GCCGAGTTCGTAGCCAAGGGTGTCAATGTTCACCTTGGTCCTGTCACTGGTGGACCGCTC  528  
                                    GCCGAGTTCGTAGCCAAGGGTGTCAATGTTCACCTTGGTCCTGTCACTGGTGGACCGCTC       
GH3_98-5                        541 GCCGAGTTCGTAGCCAAGGGTGTCAATGTTCACCTTGGTCCTGTCACTGGTGGACCGCTC  600  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    529 GGCCGCAGCCCATTCCAGGGTCGCAACTGGGAAGGCTTTGGTCCCGACCCTTACCTTCAT  588  
                                    GGCCGCAGCCCATTCCAGGGTCGCAACTGGGAAGGCTTTGGTCCCGACCCTTACCTTCAT       
GH3_98-5                        601 GGCCGCAGCCCATTCCAGGGTCGCAACTGGGAAGGCTTTGGTCCCGACCCTTACCTTCAT  660  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    589 GGTGAAGCTGCTTACTACACCGTATCAGGCACCCAGTCGGCAGGTGTCATCGCGACGGCC  648  
                                    GGTGAAGCTGCTTACTACACCGTATCAGGCACCCAGTCGGCAGGTGTCATCGCGACGGCC       
GH3_98-5                        661 GGTGAAGCTGCTTACTACACCGTATCAGGCACCCAGTCGGCAGGTGTCATCGCGACGGCC  720  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    649 AAGCACTTCCTCGCCTACGAGCAGGAGACCTATCGACAGCTCTATGCCGCTTCGGACCCC  708  
                                    AAGCACTTCCTCGCCTACGAGCAGGAGACCTATCGACAGCTCTATGCCGCTTCGGACCCC       
GH3_98-5                        721 AAGCACTTCCTCGCCTACGAGCAGGAGACCTATCGACAGCTCTATGCCGCTTCGGACCCC  780  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    709 TACACGCTCAACCCCGACAACAACACCGAACTCACTTACAGCTCAAACCTCGACGACCGC  768  
                                    TACACGCTCAACCCCGACAACAACACCGAACTCACTTACAGCTCAAACCTCGAC ACCGC       
GH3_98-5                        781 TACACGCTCAACCCCGACAACAACACCGAACTCACTTACAGCTCAAACCTCGACAACCGC  840  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    769 ACCTTGCACGAGCTCTACCTCTGGCCCTTCATGAACGCCGTTCGTGCTGGCTCTGGTGCT  828  
                                    ACCTTGCACGAGCTCTACCTCTGGCCCTTCATGAACGCCGTTCGTGCTGGCTCTGGTGCT       
GH3_98-5                        841 ACCTTGCACGAGCTCTACCTCTGGCCCTTCATGAACGCCGTTCGTGCTGGCTCTGGTGCT  900  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    829 CTGATGTGCGTTTATAATAGGCTCAATAATACTCAGGGATGTCAATCGAGCAAGCTGCTC  888  
                                    CTGATGTGCGTTTATAATAGGCTCAATA TACTCAGGGATGTCAATCGAGCAAGCTGCTC       
GH3_98-5                        901 CTGATGTGCGTTTATAATAGGCTCAATAGTACTCAGGGATGTCAATCGAGCAAGCTGCTC  960  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    889 AACACCATCCTCAAGGAGGAGCTCGACTTCCAAGGTTTCGTGGTGACGGACTGGTCTGCG  948  
                                    AACACCATCCTCAAGGAGGAGCTCGACTTCCAAGGTTTCGTGGTGACGGACTGGTCTGCG       
GH3_98-5                        961 AACACCATCCTCAAGGAGGAGCTCGACTTCCAAGGTTTCGTGGTGACGGACTGGTCTGCG 1020  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983    949 GCGTTTAATACCAGCAACACGTACAATGGCGGCTCGGATGTGGTTATGCCCGGTGGAATG 1008  
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GH3_98-5                       1021 GCGTTTAATACCAGCAACACGTACAATGGCGGCTCGGATGTGGTTATGCCCGGTGGAATG 1080  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1009 ACCGGAGGTTACAAGAGTTTAGTGGGTGGCTCGGAGCTCGTCCGTGCGCTCAATGCAGGG 1068  
                                    ACCGGAGGTTACAAGAGTTTAGTGGGTGGCTCGGAGCTCGTCCGTGCGCTCAATGCAGGG       
GH3_98-5                       1081 ACCGGAGGTTACAAGAGTTTAGTGGGTGGCTCGGAGCTCGTCCGTGCGCTCAATGCAGGG 1140  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1069 GAAGTCAAGATCGAACGCATCAATGATGGTATCACACGTCTGCTCGCGCAGTGGTACCTG 1128  
                                    GAAGTCAAGATCGAACGCATCAATGATGGTATCACACGTCTGCTCGCGCAGTGGTACCTG       
GH3_98-5                       1141 GAAGTCAAGATCGAACGCATCAATGATGGTATCACACGTCTGCTCGCGCAGTGGTACCTG 1200  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1129 CGCGGTCAGAACGAGGGCTACCCGACCGTCTCGTACAAGGACGGCTACCAGAACACTCTC 1188  
                                    CGCGGTCAGAACGAGGGCTACCCGACCGTCTCGTACAAGGACGGCTACCAGAACACTCTC       
GH3_98-5                       1201 CGCGGTCAGAACGAGGGCTACCCGACCGTCTCGTACAAGGACGGCTACCAGAACACTCTC 1260  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1189 TACAACGGCAGCGTCGTCAACGAGCACCGTGATGTTCAGGGTGATCACTGGAAGATCGTC 1248  
                                    TACAACGGCAGCGTCGTCAACGAGCACCGTGATGTTCAGGGTGATCACTGGAAGATCGTC       
GH3_98-5                       1261 TACAACGGCAGCGTCGTCAACGAGCACCGTGATGTTCAGGGTGATCACTGGAAGATCGTC 1320  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1249 AAGGAGATCGGCGAGGAAGCTGTCACGCTCATCTACAACAAGCGTTCTAACGAAGCCGGT 1308  
                                    AAGGAGATCGGCGAGGAAGCTGTCACGCTCATCTACAACAAGCGTTCTAACGAAGCCGGT       
GH3_98-5                       1321 AAGGAGATCGGCGAGGAAGCTGTCACGCTCATCTACAACAAGCGTTCTAACGAAGCCGGT 1380  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1309 CCTCAGGGCAACACCGACTTTGGCCTGGGTCTGCCTCTCAGCAAGAAGTCGCGCGTCGCC 1368  
                                    CCTCAGGGCAACACCGACTTTGGCCTGGGTCTGCCTCTCAGCAAGAAGTCGCGCGTCGCC       
GH3_98-5                       1381 CCTCAGGGCAACACCGACTTTGGCCTGGGTCTGCCTCTCAGCAAGAAGTCGCGCGTCGCC 1440  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1369 GTCTTTGGTAGCGACGCCGGACCCAACCCGTACGGCATCAACGCTTGCCAGTCGTGGATC 1428  
                                    GTCTTTGGTAGCGACGCCGGACCCAACCCGTACGGCATCAACGCTTGCCAGTCGTGGATC       
GH3_98-5                       1441 GTCTTTGGTAGCGACGCCGGACCCAACCCGTACGGCATCAACGCTTGCCAGTCGTGGATC 1500  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1429 GGTCTTGGCTCCCAGCTCTGCCCTGCGAACGCCACCTCGAACGGTACGCAGGCAGTCGGC 1488  
                                    GGTCTTGGCTCCCAGCTCTGCCCTGCGAACGCCACCTC AACGGTACGCAGGCAGTCGGC       
GH3_98-5                       1501 GGTCTTGGCTCCCAGCTCTGCCCTGCGAACGCCACCTCAAACGGTACGCAGGCAGTCGGC 1560  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1489 TGGGGTTCGGGCGCTGGTTTCTTCCCCTACCTCATCGACCCTCTCGCTGGCATCTCCGAG 1548  
                                    TGGGGTTCGGGCGCTGGTTTCTTCCCCTACCTCATCGACCCTCTCGCTGGCATCTCCGAG       
GH3_98-5                       1561 TGGGGTTCGGGCGCTGGTTTCTTCCCCTACCTCATCGACCCTCTCGCTGGCATCTCCGAG 1620  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1549 GTTGCCAAGGAGAACCGCGGTGCAGTGCTCAACAACCTCAACGATGTCGGTGACGAGCAG 1608  
                                    GTTGCCAAGGAGAACCGCGGTGCAGTGCTCAACAACCTCAACGATGTCGGTGACGAGCAG       
GH3_98-5                       1621 GTTGCCAAGGAGAACCGCGGTGCAGTGCTCAACAACCTCAACGATGTCGGTGACGAGCAG 1680  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1609 AACCAGATGCTCATCCGACAGAACGCTGGTCTTGCCGATGCCTCGCTCGTCTTCGTTCAA 1668  
                                    AACCAGATGCTCATCCGACAGAACGCTGGTCTTGCCGATGCCTCGCTCGTCTTCGTTCAA       
GH3_98-5                       1681 AACCAGATGCTCATCCGACAGAACGCTGGTCTTGCCGATGCCTCGCTCGTCTTCGTTCAA 1740  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1669 GCTCGCTCGGGCGAAGACAGCGACCGCCACTCGCTTCGTCTCGACGCCGATGGGGATGAG 1728  
                                    GCTCGCTCGGGCGAAGACAGCGACCGCCACTCGCTTCGTCTCGACGCCGATGGGGATGAG       
GH3_98-5                       1741 GCTCGCTCGGGCGAAGACAGCGACCGCCACTCGCTTCGTCTCGACGCCGATGGGGATGAG 1800  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1729 CTGATCAAGCTCGTCGCTTCGCAGAGCAACAATACTATTGTCGTGATGCACACGACCGGT 1788  
                                    CTGATCAAGCTCGTCGCTTCGCAGAGCAAC ATACTATTGTCGTGATGCACACGACCGGT       
GH3_98-5                       1801 CTGATCAAGCTCGTCGCTTCGCAGAGCAACGATACTATTGTCGTGATGCACACGACCGGT 1860  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1789 CCCGTTCTCATGAGCGACTGGTTCGACCACCCGAACATCACTGCGCTCGTTCTGCCGCAT 1848  
                                    CCCGTTCTCATGAGCGACTGGTTCGACCACCCGAACATCACTGCGCTCGTTCTGCCGCAT       
GH3_98-5                       1861 CCCGTTCTCATGAGCGACTGGTTCGACCACCCGAACATCACTGCGCTCGTTCTGCCGCAT 1920  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1849 TTGCCTGGTCAGGAGTCGGGAAGCTCGCTCGCCCGTGTGCTGTACGGCGACGTCAACCCA 1908  
                                    TTGCCTGGTCAGGAGTCGGGAAGCTCGCTCGCCCGTGTGCTGTACGGCGACGTCAACCCA       
GH3_98-5                       1921 TTGCCTGGTCAGGAGTCGGGAAGCTCGCTCGCCCGTGTGCTGTACGGCGACGTCAACCCA 1980  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1909 TCCGGCAAGATGCCCTACTCGATGCTGTCCGACGCCGACGCCGTGCACTACCCCAAGATC 1968  
                                    TCCGGCAAGATGCCCTACTCGATGCTGTCCGACGCCGACGCCGTGCACTACCCCAAGATC       
GH3_98-5                       1981 TCCGGCAAGATGCCCTACTCGATGCTGTCCGACGCCGACGCCGTGCACTACCCCAAGATC 2040  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   1969 GTCGGTGGGCCCGCAAGCGATCCCCAGGTCGACTTCTACGAGGGGCTCTACATCGACTAC 2028  
                                    GTCGGTGGGCCCGCAAGCGATCCCCAGGTCGACTTCTACGAGGGGCTCTACATCGACTAC       
GH3_98-5                       2041 GTCGGTGGGCCCGCAAGCGATCCCCAGGTCGACTTCTACGAGGGGCTCTACATCGACTAC 2100  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2029 CGCGCATGGGACAAGATGGGTCTCAAGCCACTCATCCCCTTCGGCCACGGCATCTCGTAC 2088  
                                    CGCGCATGGGACAAGATGGGTCTCAAGCCACTCATCCCCTTCGGCCACGGCATCTCGTAC       
GH3_98-5                       2101 CGCGCATGGGACAAGATGGGTCTCAAGCCACTCATCCCCTTCGGCCACGGCATCTCGTAC 2160  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2089 ACCAACTACACCTACTCGAATCTCCAGATCCAGCGATCGGCGGAAAACTGCTATGCGCCA 2148  
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GH3_98-5                       2161 ACCAACTACACCTACTCGAATCTCCAGATCCAGCGATCGGCGGAAAACTGCTATGCGCCA 2220  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2149 AGCGAGTTCAACGGCCAGTTCAAGAGCGACAAGCAACCGGGTGGACCAGGAAGCCTGTTC 2208  
                                    AGCGAGTTCAACGGCCAGTTCAAGAGCGACAAGCAACCGGGTGGACCAGGAAGCCTGTTC       
GH3_98-5                       2221 AGCGAGTTCAACGGCCAGTTCAAGAGCGACAAGCAACCGGGTGGACCAGGAAGCCTGTTC 2280  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2209 CAGTACCTCGTCGAGGTGACCGTCGACGTGAAGAATGTGGGCGGCATGCAGGGCGATGAA 2268  
                                    CAGTACCTCGTCGAGGTGACCGTCGACGTGAAGAATGTGGGCGGCATGCAGGGCGATGAA       
GH3_98-5                       2281 CAGTACCTCGTCGAGGTGACCGTCGACGTGAAGAATGTGGGCGGCATGCAGGGCGATGAA 2340  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2269 GTGGCCCAGCTCTACGTCGGATACCCCGAAGCGGCAGATGCGCCGATCAAGCAACTTCGT 2328  
                                    GTGGCCCAGCTCTACGTCGGATACCCCGAAGCGGCAGATGCGCCGATCAAGCAACTTCGT       
GH3_98-5                       2341 GTGGCCCAGCTCTACGTCGGATACCCCGAAGCGGCAGATGCGCCGATCAAGCAACTTCGT 2400  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2329 GGATTCGACAAGGTGCAGGGCCTCAAGCCCGGAGGTAGCGGACAGGCAGAGTTCAAGCTC 2388  
                                    GGATTCGACAAGGTGCAGGGCCTCAAGCCCGGAGGTAGCGGACAGGCAGAGTTCAAGCTC       
GH3_98-5                       2401 GGATTCGACAAGGTGCAGGGCCTCAAGCCCGGAGGTAGCGGACAGGCAGAGTTCAAGCTC 2460  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2389 GCCAAGCGCGACTTCAGCGTCTGGGACGTCGTCAAGCAGAAGTTCGAGGTCGTCGATGGA 2448  
                                    GCCAAGCGCGACTTCAGCGTCTGGGACGTCGTCAAGCAGAAGTTCGAGGTCGTCGATGGA       
GH3_98-5                       2461 GCCAAGCGCGACTTCAGCGTCTGGGACGTCGTCAAGCAGAAGTTCGAGGTCGTCGATGGA 2520  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2449 GAGTACAAGATCTGGGTCGGAAAGAGCTCCAGGATGTCGGACCTGACCCTCAAGGGATTG 2508  
                                    GAGTACAAGATCTGGGTCGGAAAGAGCTCCAGGATGTCGGACCTGACCCTCAAGGGATTG       
GH3_98-5                       2521 GAGTACAAGATCTGGGTCGGAAAGAGCTCCAGGATGTCGGACCTGACCCTCAAGGGATTG 2580  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983   2509 GTGACCATGAAGAATGGCAAGATCGCCTCGATCAGCTCCTGA 2550  
                                    GTGACCATGAAGAATGGCAAGATCGCCTCGATCAGCTCCTGA       
GH3_98-5                       2581 GTGACCATGAAGAATGGCAAGATCGCCTCGATCAGCTCCTGA 2622  
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>Protein alignment 2 Alignment of 2 sequences: gb|KI545863.1|:254362-256983 tra 
nslation, PET98-5 
 
 
Score = 4469.0, Identities = 846/849 (99%),  
Positives = 849/849 (100%), Gaps = 0/849 (0%) 
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation     1 SLEHLNLLFKARQAEASNQTDTTNINWNISSSDNSALAQAPLAGTFYRGGPELADINSPL  60  
                                               SLEHLNLLFKARQAEASNQTDTTNINWNISSSDNSALAQAPLAGTFYRGGPELADINSPL      
PET98-5                                      1 SLEHLNLLFKARQAEASNQTDTTNINWNISSSDNSALAQAPLAGTFYRGGPELADINSPL  60  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation    61 HTVTGNGGWEWAVEKARGVVSQLTLDEKVNLTAGITGGRCEGTLGRVDRFGIPELCFQDG 120  
                                               HTVTGNGGWEWAVEKARGVVSQLTLDEKVNLTAGITGGRCEGTLGRVDRFGIPELCFQDG      
PET98-5                                     61 HTVTGNGGWEWAVEKARGVVSQLTLDEKVNLTAGITGGRCEGTLGRVDRFGIPELCFQDG 120  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   121 PAGFRASDFVTVFPAGVTTAATWNRDLMYKRAAALGAEFVAKGVNVHLGPVTGGPLGRSP 180  
                                               PAGFRASDFVTVFPAGVTTAATWNRDLMYKRAAALGAEFVAKGVNVHLGPVTGGPLGRSP      
PET98-5                                    121 PAGFRASDFVTVFPAGVTTAATWNRDLMYKRAAALGAEFVAKGVNVHLGPVTGGPLGRSP 180  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   181 FQGRNWEGFGPDPYLHGEAAYYTVSGTQSAGVIATAKHFLAYEQETYRQLYAASDPYTLN 240  
                                               FQGRNWEGFGPDPYLHGEAAYYTVSGTQSAGVIATAKHFLAYEQETYRQLYAASDPYTLN      
PET98-5                                    181 FQGRNWEGFGPDPYLHGEAAYYTVSGTQSAGVIATAKHFLAYEQETYRQLYAASDPYTLN 240  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   241 PDNNTELTYSSNLDDRTLHELYLWPFMNAVRAGSGALMCVYNRLNNTQGCQSSKLLNTIL 300  
                                               PDNNTELTYSSNLD+RTLHELYLWPFMNAVRAGSGALMCVYNRLN+TQGCQSSKLLNTIL      
PET98-5                                    241 PDNNTELTYSSNLDNRTLHELYLWPFMNAVRAGSGALMCVYNRLNSTQGCQSSKLLNTIL 300  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   301 KEELDFQGFVVTDWSAAFNTSNTYNGGSDVVMPGGMTGGYKSLVGGSELVRALNAGEVKI 360  
                                               KEELDFQGFVVTDWSAAFNTSNTYNGGSDVVMPGGMTGGYKSLVGGSELVRALNAGEVKI      
PET98-5                                    301 KEELDFQGFVVTDWSAAFNTSNTYNGGSDVVMPGGMTGGYKSLVGGSELVRALNAGEVKI 360  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   361 ERINDGITRLLAQWYLRGQNEGYPTVSYKDGYQNTLYNGSVVNEHRDVQGDHWKIVKEIG 420  
                                               ERINDGITRLLAQWYLRGQNEGYPTVSYKDGYQNTLYNGSVVNEHRDVQGDHWKIVKEIG      
PET98-5                                    361 ERINDGITRLLAQWYLRGQNEGYPTVSYKDGYQNTLYNGSVVNEHRDVQGDHWKIVKEIG 420  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   421 EEAVTLIYNKRSNEAGPQGNTDFGLGLPLSKKSRVAVFGSDAGPNPYGINACQSWIGLGS 480  
                                               EEAVTLIYNKRSNEAGPQGNTDFGLGLPLSKKSRVAVFGSDAGPNPYGINACQSWIGLGS      
PET98-5                                    421 EEAVTLIYNKRSNEAGPQGNTDFGLGLPLSKKSRVAVFGSDAGPNPYGINACQSWIGLGS 480  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   481 QLCPANATSNGTQAVGWGSGAGFFPYLIDPLAGISEVAKENRGAVLNNLNDVGDEQNQML 540  
                                               QLCPANATSNGTQAVGWGSGAGFFPYLIDPLAGISEVAKENRGAVLNNLNDVGDEQNQML      
PET98-5                                    481 QLCPANATSNGTQAVGWGSGAGFFPYLIDPLAGISEVAKENRGAVLNNLNDVGDEQNQML 540  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   541 IRQNAGLADASLVFVQARSGEDSDRHSLRLDADGDELIKLVASQSNNTIVVMHTTGPVLM 600  
                                               IRQNAGLADASLVFVQARSGEDSDRHSLRLDADGDELIKLVASQSN+TIVVMHTTGPVLM      
PET98-5                                    541 IRQNAGLADASLVFVQARSGEDSDRHSLRLDADGDELIKLVASQSNDTIVVMHTTGPVLM 600  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   601 SDWFDHPNITALVLPHLPGQESGSSLARVLYGDVNPSGKMPYSMLSDADAVHYPKIVGGP 660  
                                               SDWFDHPNITALVLPHLPGQESGSSLARVLYGDVNPSGKMPYSMLSDADAVHYPKIVGGP      
PET98-5                                    601 SDWFDHPNITALVLPHLPGQESGSSLARVLYGDVNPSGKMPYSMLSDADAVHYPKIVGGP 660  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   661 ASDPQVDFYEGLYIDYRAWDKMGLKPLIPFGHGISYTNYTYSNLQIQRSAENCYAPSEFN 720  
                                               ASDPQVDFYEGLYIDYRAWDKMGLKPLIPFGHGISYTNYTYSNLQIQRSAENCYAPSEFN      
PET98-5                                    661 ASDPQVDFYEGLYIDYRAWDKMGLKPLIPFGHGISYTNYTYSNLQIQRSAENCYAPSEFN 720  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   721 GQFKSDKQPGGPGSLFQYLVEVTVDVKNVGGMQGDEVAQLYVGYPEAADAPIKQLRGFDK 780  
                                               GQFKSDKQPGGPGSLFQYLVEVTVDVKNVGGMQGDEVAQLYVGYPEAADAPIKQLRGFDK      
PET98-5                                    721 GQFKSDKQPGGPGSLFQYLVEVTVDVKNVGGMQGDEVAQLYVGYPEAADAPIKQLRGFDK 780  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   781 VQGLKPGGSGQAEFKLAKRDFSVWDVVKQKFEVVDGEYKIWVGKSSRMSDLTLKGLVTMK 840  
                                               VQGLKPGGSGQAEFKLAKRDFSVWDVVKQKFEVVDGEYKIWVGKSSRMSDLTLKGLVTMK      
PET98-5                                    781 VQGLKPGGSGQAEFKLAKRDFSVWDVVKQKFEVVDGEYKIWVGKSSRMSDLTLKGLVTMK 840  
 
gb|KI545863.1|:254362-256983 translation   841 NGKIASISS 849  
                                               NGKIASISS      
PET98-5                                    841 NGKIASISS 849  
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	 	 Anexo 8) Autorização da Comissão Interna de Biossegurança (CIBio) do Centro 
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) para a realização do presente projeto de 
mestrado.	 
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